Διερεύνηση παρουσίας του Vibrio spp. σε μύδια του Θερμαϊκού κόλπου by Μαρούλης, Παύλος
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ
ΚΤΗΝΙΑΤΡΙΚΗ ΣΧΟΛΗ ΚΑΡΔΙΤΣΑΣ
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥΔΩΝ
«Παθολογικά Προβλήµατα Εκτρεφόµενων Υδρόβιων Οργανισµών»
Μεταπτυχιακή Διπλωµατική Εργασία
“Διερεύνηση παρουσίας του Vibrio spp.
σε µύδια του Θερµαϊκού κόλπου”
Παύλος Α. Μαρούλης
Κτηνίατρος Α.Π.Θ.
Επιβλέπων: Νικόλαος Σούλτος
DVM, MSc, PhD, Dipl. ECVPH
Αν. Καθηγητής
Εργαστήριο Υγιεινής Τροφίµων Ζ.Π.
Κτηνιατρική Σχολή Α.Π.Θ.
Ιούνιος 2012
Καρδίτσα
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
Περίληψη
Στην εργασία αυτή κατ’ αρχάς παρουσιάζεται συνοπτικά ο ρόλος των µυδιών στη διατροφή 
του ανθρώπου καθώς και η θέση που η εκτροφή µυδιών (µυδοκαλλιέργεια) κατέχει στην 
χώρα µας. Ακολούθως περιγράφονται οι κίνδυνοι υγείας που σχετίζονται µε την 
κατανάλωση τους, ενώ η έµφαση δίνεται στην ενδεχόµενη προσβολή του ανθρώπου, υπό 
τύπου τροφικής δηλητηρίασης ή µε την απευθείας µόλυνση ανοικτού τραύµατος, από 
βακτήρια του γένους Vibrio, που φυσιολογικά εποικίζουν το νερό αλλά και τους θαλάσσιους 
οργανισµούς. Από τα διαθέσιµα, στο περιβάλλον, είδη Vibrio την δηµόσια υγεία απειλούν 
µόνο τα παθογόνα. Εξ’ αυτών τα τρία κυριότερα (V. cholerae, V. parahaemolyticus και V. 
vulnificus) περιγράφονται λεπτοµερώς. Γίνεται εκτενής αναφορά στα χαρακτηριστικά, στις 
βιολογικές ιδιότητες, στον µηχανισµό της παθογένειας τους, κατά την προσβολή του 
ανθρώπινου οργανισµού, καθώς και στα συµπτώµατα που παρατηρούνται κατόπιν 
λοιµώξεων. Στο ειδικό (πειραµατικό) µέρος της εργασίας και εστιάζοντας στα ελληνικά 
δεδοµένα αναπτύσσεται η εργαστηριακή διερεύνηση παρουσίας των παθογόνων και µη 
βακτηρίων του γένους Vibrio, στα εδώδιµα µύδια του είδους Mytilus galloprovincialis, που 
καλλιεργούνται σε ορισµένες περιοχές του Θερµαϊκού κόλπου. Για την δειγµατοληψία και 
την προετοιµασία των προς ανάλυση δειγµ άτων ακολουθήθηκαν οι οδηγίες που 
παρέχονται από την σχετική βιβλιογραφία. Η δοκιµή παρουσίας/απουσίας (presence/
absence test) βασίστηκε στην πρότυπη µέθοδο ISO/TS 21872 και περιλαµβάνει τον 
εκλεκτικό εµπλουτισµό του δείγµατος, την αποµόνωση των βακτηρίων σε ειδικά θρεπτικά 
υποστρώµατα και την ταυτοποίηση τους και τέλος την βιοχηµική επιβεβαίωση των 
αποτελεσµάτων. Στο τέλος παρουσιάζονται τα ευρήµατα της έρευνας και αναλύεται η 
φυσική σηµασία των αποτελεσµάτων.
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
1.Εισαγωγή
1.1.Τα µύδια ως τροφή για τον άνθρωπο
 Τα µύδια εδώ και χιλιάδες χρόνια αποτελούν τροφή για τον άνθρωπο. Υπάρχουν 
περί τα 17 είδη εδώδιµων µυδιών, από τα οποία δηµοφιλέστερα είναι τα Mytilus edulis, M. 
galloprovincialis, M. trossellus και  Perna canaliculus (Zeldes 2010). Μόνο τα µύδια του 
θαλασσινού νερού θεωρούνται βρώσιµα , υπάρχουν ωστόσο διάσπαρτες αναφορές 
σχετικά µε την κατανάλωση µυδιών του γλυκού νερού (απαντώνται σε λίµνες, ποτάµια, 
κανάλια) από ιθαγενείς της Β. Αµερικής (B-55 Environmental Fact Sheet, New Hampshire 
Dpt. of Environmental Services, 2005).
 Κατά τη διάρκεια του Β’ Παγκοσµίου Πολέµου ήταν συνήθης πρακτική να  
σερβίρονται µύδια, ως κύριο πιάτο, σε εστιατόρια των ΗΠΑ. Το γεγονός αυτό αποδόθηκε 
στην έλλειψη ερυθρών κρεάτων που σηµειώθηκε εκείνη την εποχή (Brown 2000).
 Η δηµοτικότητα των µυδιών κατά βάση οφείλεται στην υψηλή διατροφική αξία τους, 
καθώς είναι πλούσια σε βιταµίνες, πρωτεΐνες και ανόργανα άλατα, αλλά και στα ιδιαίτερα 
οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τους.
 Στον πίνακα 1.1 σηµειώνεται η εκατοστιαία θρεπτική σύσταση του βρώσιµου 
περιεχοµένου µυδιών που µαγειρεύτηκαν στον ατµό, όπως προκύπτει από τα στοιχεία της 
ηλεκτρονικής πηγής Self NutritionData (nutritiondata.self.com). Τα 100 gr µυδιών 
αποδίδουν ενέργεια 172 θερµίδων και επιπλέον περιέχουν βιταµίνες Β1 (0,3 mgr), B2 (0,4 
mgr) και Β12 (24 µg). Τα µύδια υπερέχουν σε ωφέλιµα λιπαρά (866 mg Ωµέγα-3 λιπαρών 
οξέων), τα οποία προλαµβάνουν τη θρόµβωση , τις καρδιαγγειακές παθήσεις και 
προκαλούν αισθητή µείωση της LDL (Low Density Cholesterol), της λεγόµενης “κακής” 
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χοληστερίνης. Αποτελούν την πλουσιότερη ζωική τροφή σε σίδηρο, συνιστούν εξαιρετική 
πηγή σεληνίου (89,6 µg) και είναι πλούσια σε ψευδάργυρο (2,7 mg) και φολικό οξύ (64 
µg).
 Τέλος, υποστηρίζεται από πολλούς ότι τα µύδια κατέχουν αφροδισιακές ιδιότητες. Η 
επίδραση τους στα επίπεδα των σεξουαλικών ορµονών και στην γενετήσια ορµή (libido) 
δεν έχει µελετηθεί επαρκώς, ωστόσο πιθανολογείται ότι η πλούσια περιεκτικότητα τους σε 
πρωτεΐνη θα µπορούσε να εξηγήσει τις εν λόγω διεγερτικές ιδιότητες, κατ’ αναλογία µε 
άλλες υψιπρωτεϊνικές τροφές. Η παραγωγή της τεστοστερόνης, ειδικά για τους άνδρες, και 
η παραγωγή των οιστρογόνων, για τις γυναίκες, εκτιµάται ότι επηρεάζονται θετικά από τις 
χηµικές ουσίες D-aspartic acid και N-methyl-D-aspartate, οι οποίες, κατά τα ευρήµατα του 
Fisher (2005), περιέχονται σε υψηλές ποσότητες στα µύδια. Επιπλέον, ο ψευδάργυρος 
είναι ιχνοστοιχείο απαραίτητο για την προαγωγή της σπερµατογένεσης (Hampton 2010).
Πίνακας 1.1: Η διατροφική αξία των µυδιών
ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ % ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ ΑΝΟΡΓΑΝΑ ΑΛΑΤΑ(mg/100GR)
Νερό 61,2 Κ: 268
Πρωτεΐνες 23,8 Na: 369
Λίπη 4,5 Ca: 33
Υδατάνθρακες 7,4 Mg: 37
Τέφρα 3,2 P: 285
Fe: 6,7
Πηγή: nutritiondata.self.com
1.2.Μαγειρική αξιοποίηση των µυδιών
 Τα µύδια θεωρούνται εκλεκτής ποιότητας (gourmet) έδεσµα. Η προετοιµασία τους 
για φαγητό µπορεί να ακολουθήσει µια ποικιλία συνταγών, µε δηµοφιλέστερους τρόπους 
µαγειρέµατος την άχνιση (ήπια υγρή θερµική επεξεργασία) (εικόνα 1.1), το τηγάνισµα σε 
βούτυρο ή λάδι, το βράσιµο σε σάλτσα (σαγανάκι), το ψήσιµο, την κάπνιση, την προσθήκη 
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σε άλλα βασικά τρόφιµα, όπως π.χ. το ρύζι (για την παρασκευή µυδοπίλαφου) και τα 
ζυµαρικά. Τα µύδια µπορούν ακόµη να καταναλωθούν αυτούσια, χωρίς οποιαδήποτε 
θερµική επεξεργασία. Σε κάθε περίπτωση θα πρέπει να επιλέγονται µόνο ζωντανά µύδια 
(αναγνωρίζονται από το ερµητικά κλειστό κέλυφος τους) ή τουλάχιστον κατεψυγµένα, ώστε 
να εξασφαλίζεται, στον καλύτερο δυνατό βαθµό, η νωπότητα τους, καθώς πρόκειται για 
τρόφιµο εξαιρετικά ευαίσθητο απέναντι σε ενζυµατικής και µικροβιακής αιτιολογίας 
αλλοιώσεις.
 Ανά τον κόσµο υπάρχουν αναρίθµητες προτάσεις µαγειρέµατος των µυδιών, άλλες 
περισσότερο και άλλες λιγότερο γνωστές στο κοινό. Παρακάτω παρατίθενται 
αντιπροσωπευτικά οι πλέον δηµοφιλείς.
Εικόνα 1.1: Αχνιστά µύδια γαρνιρισµένα µε λαχανικά. Πηγή: Εικόνες google
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 Στο Βέλγιο, τα µύδια συχνά σερβίρονται µαγειρεµένα µε φρέσκα βότανα και 
γευστικά λαχανικά, συνοδευόµενα από ένα κοµµάτι βούτυρο και λευκό κρασί. Οι πατάτες 
και η εγχώρια µπίρα θεωρούνται επίσης δηµοφιλή συνοδευτικά. Στις Κάτω Χώρες τα µύδια 
µερικές φορές σερβίρονται τηγανητά, µαζί µε ζυµαρικά ή µε τριµµένη φρυγανιά, ειδικά στα 
καταστήµατα λιανικής πώλησης φαγητού. Στη Γαλλία, η “Éclade des Moules” είναι ένα 
έδεσµα αποτελούµενο από ψηµένα µύδια, δηµοφιλές στις παράκτιες περιοχές του 
Βισκαϊκού Κόλπου. Στην Ιταλία, τα µύδια συχνά αναµειγνύονται µε άλλα θαλασσινά ή 
συνδυάζονται µε ζυµ αρικά. Στην Ισπανία, καταναλώνονται, ως επί το πλείστον, 
µαγειρεµένα στον ατµό ή βρασµένα σε λευκό κρασί, µαζί µε κρεµµύδι και αρωµατικά 
βότανα, και σερβίρονται µε τον ζωµό τους και λίγο χυµό λεµονιού. Σύνηθες είναι επίσης και 
το “tigres” (εικόνα 1.2), ένα είδος κροκέτας, αποτελούµενο από σάρκα µυδιών, γαρίδων και 
άλλα κοµµάτια ψαριών, εµβαπτισµένη σε πηχτή µπεσαµέλ, παναρισµένη και τηγανισµένη 
µέσα σε καθαρισµένα κελύφη µυδιών. Μύδια χρησιµοποιούνται και σε άλλου είδους πιάτα, 
όπως πιλάφια και σούπες ή συνήθως συσκευάζονται σε περιέκτη (κονσέρβα) µέσα σε 
σάλτσα από λάδι, ξίδι, πιπέρι, δάφνη και πάπρικα.
5
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 1.2: “Γεµιστά” µύδια (tigres). Πηγή: Εικόνες google
 Στην Τουρκία τα µύδια είτε αλευρώνονται και τηγανίζονται (midye tava, εικόνα 1.3) ή 
γεµίζονται µε ρύζι και σερβίρονται ως κρύο πιάτο (midye dolma, εικόνα 1.4). Συνήθως 
συνοδεύονται από αλκοολούχα επιτραπέζια ποτά (κυρίως ρακί ή µπίρα). Στην Ιρλανδία 
µπορεί κανείς να δοκιµάσει µύδια βρασµένα και “σβησµένα” µε ξίδι, µε τον ζωµό τους να 
σερβίρεται ως συµπληρωµατικό ζεστό ρόφηµα. Στην καντονέζικη κουζίνα, τα µύδια 
µαγειρεύονται σε ζωµό από σκόρδο και µαύρα φασόλια τα οποία έχουν υποστεί ζύµωση. 
Στη Νέα Ζηλανδία, τοποθετούνται µέσα σε λαδόξιδο στο οποίο έχει προστεθεί τσίλι ή 
σκόρδο, σχηµατοποιούνται σε κροκέτες και τηγανίζονται ή χρησιµοποιούνται ως βάση για 
παρασκευή κάποιου είδους σούπας. Στην Ινδία τα µύδια είναι δηµοφιλή στην Κεράλα, την 
Μαχαράστρα, την Μπατκάλ, και την Γκόα. Σερβίρονται βρασµένα και ζεστά µε καρπούς 
αρτόδενδρου ή άλλα λαχανικά, γεµιστά µε ρύζι και καρυδόψιχα κατεργασµένη µε 
µπαχαρικά. Τα τηγανητά µύδια (“Kadukka” στα Μαλαγιαλαµικά) της βόρειας Κεράλα 
θεωρούνται αγαπηµένη, πικάντικη, λιχουδιά.
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 Εικόνα 1.3: Τηγανητά µύδια (midye tava)        Εικόνα 1.4: Μύδια γεµιστά µε πιλάφι (midye dolma)
Πηγή: Εικόνες google
1.3.Η µυδοκαλλιέργεια στην Ελλάδα
 Η κατανάλωση µυδιών κατέχει σηµαντική θέση στην προτίµηση των Ελλήνων 
καταναλωτών. Τα τελευταία χρόνια, τα µεσογειακά µύδια (Mytilus galloprovincialis) 
αποτελούν ένα από τα σπουδαιότερα ελληνικά προϊόντα υδατοκαλλιέργειας. Η 
µυδοκαλλιέργεια είναι η φυσική ανάπτυξη του µυδιού στον ίδιο θαλάσσιο χώρο όπου 
αναπτύσσονται και τα “ελεύθερα” µύδια, µε τη διαφορά ότι τα µύδια οστρεοκαλλιέργειας 
εκτρέφονται µόνο σε νερά χαρακτηρισµένα ως κατάλληλα, από πλευράς υγιεινής, δηλαδή 
σε νερά ελεύθερα ρύπων και βιοτοξινών. Τα µύδια καλλιέργειας είναι από τις πιο υγιεινές, 
φυσικές, γευστικές και εύπεπτες τροφές που υπάρχουν στον κόσµο. Το κόστος 
παραγωγής τους είναι σχετικά χαµηλό, γεγονός που τα καθιστά ιδιαίτερα προσιτά στους 
καταναλωτές.
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 Ένα µέρος της παραγωγής διατίθεται στην εσωτερική αγορά, ενώ µεγάλο τµήµα της 
εξάγεται στις αγορές της Ιταλίας, της Ισπανίας και της Γαλλίας. Η αυξανόµενη µάλιστα 
ζήτηση των µυδιών στην αγορά της Ευρωπαϊκής Ένωσης, σε συνδυασµό µε τις 
κατάλληλες συνθήκες, για την ανάπτυξη και την υγιεινή των µυδιών, που επικρατούν στη 
χώρα µας, οδήγησε στην αύξηση της δυναµικότητας των εγκαταστάσεων. Η καλλιέργεια 
των µυδιών γίνεται µε τη µέθοδο των πασσάλων, µε τα λεγόµενα δηλαδή “κρεβάτια”. Τα 
τελευταία χρόνια αυξήθηκαν ιδιαιτέρα οι πλωτές µυδοκαλλιέργειες (long line, εικόνες 1.5, 
1.6 και 1.7) σε βάθη µεγαλύτερα των 6-8 µέτρων.
Εικόνα 1.5: Άποψη εγκατάστασης µυδοκαλλιέργειας, πλωτό σύστηµα (longline). Θερµαϊκός Κόλπος.
Πηγή: Εικόνες google
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Εικόνες 1.6 & 1.7: Πλωτό σύστηµα µυδοκαλλιέργειας τύπου longline. Πηγή: Εικόνες google
 Για την υποστήριξη της µυδοκαλλιέργειας δηµιουργήθηκαν χερσαίες υποδοµές 
επεξεργασίας µυδιών. Εγκαταστάσεις που αποτελούν µέρος αυτής της υποδοµής 
συναντώνται κατά µήκος της παραλιακής ζώνης του Θερµαϊκού Κόλπου.
 Στις νέες µονάδες των οστρακοκαλλιεργητών απασχολούνται πολλές οικογένειες της 
περιοχής, ενώ οι επενδύσεις που έχουν γίνει επιτρέπουν στους καταναλωτές να 
απολαµβάνουν φρέσκο µύδι, τυποποιηµένο ή µη, που φθάνει στο τραπέζι µε τις 
κατάλληλες εγγυήσεις ποιότητας και καλής υγιεινής κατάστασης. Το µύδι 
οστρεοκαλλιέργειας µεγαλώνει στους ίδιους φυσικούς χώρους που αναπτύσσεται και το 
ελεύθερο µύδι, δηλαδή σε απολύτως φυσικές συνθήκες. Η αποφλοίωση γίνεται σε 
αποφλοιωτήρια που είναι εγκεκριµένα από τις αρµόδιες Υπηρεσίες Αλιείας.
1.4.Η δυναµικότητα του Θερµαϊκού Κόλπου
 Στη χώρα µας ο Θερµαϊκός Κόλπος είναι η σηµαντικότερη περιοχή παραγωγής και 
αλιείας µυδιών, δραστηριότητα που χαρακτηρίζεται ως ιδιαίτερα επικερδής, µετά από 
ιστορία 30 ετών. Στη θαλάσσια περιοχή που ξεκινά ανατολικά του Αξιού και εκτείνεται µέχρι 
το Κίτρος, βρίσκεται το 85% των µυδοπαραγωγικών εγκαταστάσεων της Ελλάδας, µε 
ανάλογο µερίδιο και στην εθνική παραγωγή. Η ετήσια παραγωγή εκτιµάται σε περίπου 
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30.000 τόνους. Στο Δήµο Αξιού, υπάρχουν 26 οικογένειες του διαµερίσµατος των Κυµίνων 
και 17 του διαµερίσµατος των Μαλγάρων, που έχουν ως βασική οικονοµική δραστηριότητα 
την καλλιέργεια µυδιού, ενώ στο Δήµο Χαλάστρας υπάρχουν 250 οικογένειες που 
ασχολούνται µε την καλλιέργεια του µυδιού και την αλιεία, είτε ως οικογενειακές 
επιχειρήσεις είτε ως εργαζόµενοι σε αντίστοιχες επιχειρήσεις και αποφλοιωτήρια. Στον 
Δήµο Αξιού παράγονται συνολικά 7.000 τόνοι ετησίως (5.000 στα Κύµινα και 2.000 στα 
Μάλγαρα), ενώ στο Δήµο Χαλάστρας παράγονται περίπου 5.000 τόνοι, το µεγαλύτερο 
ποσοστό των οποίων εξάγεται σε χώρες της Ε .Ε (ΥΠ.Α.Α.Τ., Επιχειρησιακό Πρόγραµµα 
Αλιείας 2007-2013).
 
1.5.Έλεγχος, τυποποίηση και εµπορία των µυδιών
 Τα Κέντρα Αποστολής Οστρακοειδών έχουν αναλάβει τη διακίνηση των µυδιών και 
τον συστηµατικό τους έλεγχο, όσον αφορά στην υγιεινή κατάσταση των προϊόντων, 
αποκελυφωµένων ή µη, προτού αυτά διοχετευθούν προς εµπορία. Στην εσωτερική αγορά 
τα µύδια διατίθενται κυρίως µε τη µορφή “ψίχας”, δηλαδή αποκελυφωµένα, και λιγότερο 
συχνά µαζί µε το όστρακο, σε ζώσα κατάσταση. Το φρέσκο µύδι ξεχωρίζει από κλειστό 
γυαλιστερό όστρακο του, το ευχάριστο θαλασσινό του άρωµα και την αφθονία σε υγρό στο 
εσωτερικό του. Το 80% των µυδιών µε κελύφη εξάγονται κυρίως στην Ιταλία και λιγότερο 
στην Ολλανδία και Γαλλία.
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2.Υγιεινή των µυδιών
2.1.Μύδια και Δηµόσια Υγεία
 Τα µύδια ανήκουν στα δίθυρα µαλάκια. Τρέφονται µε πλαγκτόν και άλλους 
µικροσκοπικούς οργανισµούς που βρίσκονται σε αιώρηση στο υδάτινο περιβάλλον. 
Προσλαµβάνουν την τροφή τους αντλώντας (αναρροφώντας) νερό, το οποίο και διηθούν, 
µε τη βοήθεια των βραγχίων τους, σε ποσότητες που αγγίζουν ακόµα και τα επτά λίτρα ανά 
ώρα. Η κατακρατούµενη τροφή οδηγείται προς το “στόµα” τους. Μαζί µε την τροφή στη 
σάρκα των µυδιών φθάνουν και συσσωρεύονται µια σειρά από χηµικούς και βιολογικούς 
παράγοντες, οι οποίοι µπορούν δυνητικά να απειλήσουν την υγεία του καταναλωτή (Hall 
and Strichartz, 1990).
 Αν και τα µύδια εκτιµώνται ιδιαίτερα ως τρόφιµο, είναι αρκετά πιθανό το ενδεχόµενο 
δηλητηρίασης του ανθρώπου µετά από κατανάλωση τους, όταν αυτά έχουν διαβιώσει σε 
περιοχές όπου βρίθουν τοξικοί πλαγκτονικοί οργανισµοί. Για παράδειγµα, τα µύδια θα 
πρέπει να αποφεύγονται κατά µήκος της Δυτικής Ακτής των Ηνωµένων Πολιτειών, ιδίως 
κατά τη διάρκεια των θερµότερων µηνών (Ιούνιος µέχρι Σεπτέµβριος). Η δηλητηρίαση αυτή 
οφείλεται συνήθως σε “άνθιση” των δινοµαστιγωτών πρωτοζώων που, µαζί µε άλλους 
µικροσκοπικούς οργανισµούς, συναπαρτίζουν το φυτοπλαγκτόν (ερυθρές παλίρροιες, red 
tides, εικόνα 2.1). (“Harmful Algal Blooms”, Centers  for Disease Control and Prevention, 
CDC).
 Πρόσφατα η παραγωγή του Θερµαϊκού Κόλπου έχει επηρεαστεί αρνητικά σε 
σηµαντικό βαθµό από την άνθιση επιβλαβών αλγών “algae blooms”, που έχουν ως 
αποτέλεσµα τη συγκέντρωση βιοτοξινών στα οστρακοειδή, σε βαθµό που αυτά καθίστανται 
µη εµπορεύσιµα. Επιπλέον, υπάρχει µεγάλη αρνητική επίδραση του ευτροφισµού στο 
µέγεθος, το βάρος και την αυξητική περίοδο των µυδιών. Η περιοχή του Θερµαϊκού 
κόλπου έχει χαρακτηρισθεί, ως προς την ένταση του φαινοµένου, από µεσότροφη έως και 
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εύτροφη (ΕΛΚΕΘΕ, 2001). Όλες οι παράµετροι ανάπτυξης βρίσκονται σε αρνητικό 
ισοζύγιο λόγω του στρες στο οποίο υποβάλλονται οι οργανισµοί από το δυσµενές 
θαλάσσιο περιβάλλον του κόλπου (Galinou-Mitsoudi et al 2006).
 Οι θαλάσσιες βιοτοξίνες είναι δηλητηριώδεις ουσίες που παράγονται από τα 
δινοµαστιγωτά και µπορούν να συσσωρευτούν στους ιστούς των µυδιών. Οι ουσίες αυτές 
είναι επικίνδυνες για τον άνθρωπο και, σε περίπτωση που καταναλωθούν, µπορούν να 
προκαλέσουν από ελαφράς µορφής δηλητηρίαση έως πολύ σοβαρότερες καταστάσεις της 
υγείας του. Για την προστασία των καταναλωτών έχουν θεσπιστεί ειδικά µέτρα ελέγχου σε 
ευρωπαϊκό και εθνικό επίπεδο ώστε όλα τα µύδια που διοχετεύονται προς κατανάλωση να 
ελέγχονται προκαταβολικά ως προς τα επίπεδα βιοτοξινών.
Εικόνα 2.1: Εγκατάσταση ερυθράς παλίρροιας (red tide) στα νερά της παραλιακής ζώνης της Θεσσαλονίκης. 
Πηγή: Ελευθεροτυπία 4/11/2011
 Το τοξικό φυτοπλαγκτό παράγει µια σειρά ιδιαίτερα παθογόνων βιοτοξινών. Τα 
µύδια προσλαµβάνουν, παράλληλα µε το πλαγκτόν, και τα δινοµαστιγωτά µαζί µε τις 
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τοξίνες τους, χωρίς ωστόσο τα ίδια να προσβάλλονται. Όταν όµως τα µύδια καταναλωθούν 
από τον άνθρωπο, οι βιοτοξίνες προσλαµβάνονται σε αυξηµένες συγκεντρώσεις, γεγονός 
υπεύθυνο για την πρόκληση σοβαρών επιπλοκών της υγείας του. Μια από αυτές είναι 
γνωστή ως “παραλυτική δηλητηρίαση από όστρακα” (paralytic shellfish poisoning, PSP) 
ενώ υπάρχουν και η “αµνησιακού χαρακτήρα δηλητηρίαση από όστρακα” (amnesic 
shellfish poisoning, ASP) καθώς και η “νευροτοξική δηλητηρίαση από όστρακα” (neurotoxic 
shellfish poisoning, NSP) (Clark et al 1999). Για τον λόγο αυτό, της διάθεσης των µυδιών 
στην κατανάλωση προηγείται ο συνεχής δειγµατοληπτικός έλεγχος τους (καθ’ όλη την 
διάρκεια του έτους και ανά τακτά χρονικά διαστήµατα, συνήθως ανά εβδοµάδα). Ο έλεγχος 
αυτός υλοποιείται από τα αρµόδια “Εργαστήρια Αναφοράς Θαλάσσιων Βιοτοξινών” (π.χ. 
για την Θεσσαλονίκη ως αρµόδιος φορέας ελέγχου λειτουργεί το σχετικό παράρτηµα του 
Κέντρου Κτηνιατρικών Ιδρυµάτων Θεσσαλονίκης, ΚΚΙΘ). Ο έλεγχος αφορά τα επίπεδα των 
τοξινών τόσο στα µύδια όσο και στο νερό του περιβάλλοντος των εγκαταστάσεων 
µυδοκαλλιέργειας.
 Ο µηχανισµός σίτισης των µυδιών έχει επιπλέον ως αποτέλεσµα να  
βιοσυγκεντρώνονται στη σάρκα τους σεβαστές ποσότητες χηµικών ρύπων (Widdows και 
Donkin, 1992), µε κυριότερο ίσως εκπρόσωπο τα βαρέα µέταλλα (χαλκός, χρώµιο, νικέλιο, 
ψ ε υ δ ά ρ γ υ ρ ο ς ) α λ λ ά κ α ι ο ρ γ α ν ι κ έ ς χ η µ ι κ έ ς ε ν ώ σ ε ι ς , όπω ς D D T 
(διφαινυλοτριχλωροαιθάνιο), PCBs (πολυχλωριωµένα διφαινύλια) και PAHs 
(πολυαλογονωµένοι υδρογονάνθρακες), π.χ. HCH (εξαχλωροεξάνιο). Οι ουσίες αυτές 
συνήθως παρουσιάζουν ανησυχητικές συγκεντρώσεις σε υδάτινα περιβάλλοντα που 
βρίσκονται εγγύς των µεγάλων αστικών κέντρων και των βιοµηχανικών περιοχών.
 Ενώ για τους προηγούµενους χηµικούς και βιολογικούς κινδύνους υπάρχει αρκετή 
ενηµέρωση, ακόµη και στους µη ειδικούς, λίγοι έχουν υπόψη τους τον κίνδυνο που αφορά 
την µόλυνση του ανθρώπου από τα βακτήρια που εποικίζουν τα µύδια. Τόσο η σάρκα των 
µυδιών όσο και το ενδοθυρικό υγρό περιέχουν µια σειρά από µικροοργανισµούς του 
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περιβάλλοντος. Από αυτούς ορισµένοι είναι αβλαβείς για τον άνθρωπο ενώ άλλοι 
κατατάσσονται στους παθογόνους, όπως ισχύει για την Salmonella, την Shigella, το 
Clostridium, τους Enterococci και τα Vibrio, όλα τους µικρόβια που απαντώνται στο υδάτινο 
περιβάλλον, συνήθως λόγω ανθρωπογενούς δραστηριότητας. Ορισµένα µικρόβια µάλιστα 
έχει διαπιστωθεί ότι προκαλούν βλάβες ή ακόµη και θνησιµότητα σε συγκεκριµένα είδη 
µυδιών, όπως συµβαίνει, για παράδειγµα, µε την Pseudomonas fluorescens, η οποία 
καταστρέφει το πεπτικό σύστηµα του ξενιστή της, που είναι τα µύδια “zebra” και 
“quagga” (Travis 2002). Στην παρούσα εργασία διερευνάται αποκλειστικά η παρουσία των 
Vibrio spp. σε µύδια του Θερµαϊκού κόλπου.
2.2.Εξυγίανση των µυδιών
 Βάσει της σχετικής Ελληνικής και Κοινοτικής νοµοθεσίας, που αποσκοπεί στην 
προστασία των καταναλωτών, όλες οι ποσότητες µυδιών που προορίζονται για 
κατανάλωση πρέπει υποχρεωτικά να περνούν από τα Κέντρα Καθαρισµού Οστρακοειδών, 
προ της διάθεσης τους στην αγορά. Σε αυτές τις εγκαταστάσεις, µέσω κλειστών 
κυκλωµάτων (δεξαµενές) θαλασσινού νερού και µε τη βοήθεια µιας σειράς µηχανικών, 
βιολογικών, φυσικών και χηµικών διεργασιών (µηχανικός διαχωρισµός οργανικών ουσιών, 
φιλτράρισµα, UV ακτινοβόληση κ .α.), γίνεται επεξεργασία (καθαρισµός) του 
ανακυκλοφορούντος νερού και µε τον τρόπο αυτό, τα µύδια, καθώς διηθούν αλλεπάλληλα 
το νερό, απαλλάσσονται τελικά από τυχόν παθογόνους µικροοργανισµούς και τις τοξίνες 
αυτών.
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3.Βακτήρια Vibrio spp.
3.1.Γενικά
3.1.1.Περιγραφή
 Τα Vibrio spp. συνιστούν ένα γένος gram αρνητικών βακτηρίων, που, όπως 
φαίνεται στην εικόνα 3.1, διαθέτουν σχήµα κεκαµµένης ράβδου (Thomson et al. 2005). Τα 
«τυπικά» πρωτοανακαλυφθέντα Vibrio, όπως είναι το δονάκιο της χολέρας (V. cholerae), 
διαθέτουν αποκλειστικά ένα ενιαίο πολικό µαστίγιο (µονότριχα βακτήρια) µε θήκη. Μερικά 
είδη, όπως τα V. parahaemolyticus και V. alginolyticus, έχουν ένα πολικό µαστίγιο µε θήκη 
και πολλά λεπτά µαστίγια που προβάλλουν προς όλες τις κατευθύνσεις (περίτριχα 
βακτήρια), ενώ άλλα είδη, όπως το V. fischeri, διαθέτουν θυσάνους (τούφες) πολικών 
µαστιγίων µε θήκη (λοφιότριχα βακτήρια) (Garrity 2005). Όλα τα µέλη του γένους είναι 
κινητά.
Εικόνα 3.1: Σχηµατική απεικόνιση του βακτηρίου Vibrio spp. Αριστερά διακρίνεται  η µονότριχη µορφή 
(παρουσία ενός πολικού µαστιγίου) και  δεξιά η περίτριχη µορφή  (παρουσία πολλών µαστιγίων γύρω από το 
σώµα). Πηγή: Wikipedia.
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 Το όνοµα Vibrio πρωτοχρησιµοποιήθηκε από τον Ιταλό ανατόµο Filippo Pacini 
(Skerman et al. 1980), ο οποίος, το 1854, αποµόνωσε µικροοργανισµούς, από το έντερο 
ασθενών µε χολέρα, τους οποίους και ονόµασε “vibrions”, εξαιτίας της κινητικότητας τους, 
η οποία γίνεται αντιληπτή κατά την µικροσκόπηση. Τα Vibrio spp. συνήθως εντοπίζονται 
στο θαλασσινό νερό, είναι προαιρετικά αναερόβια, οξειδάση θετικά και ασπορογόνα 
(Madigan and Martinko 2005).
 Αρκετά είδη Vibrio είναι παθογόνα (Hogan 2010). Από το σύνολο των παθογόνων, 
για τον άνθρωπο, Vibrio, µόνο οκτώ είδη σχετίζονται µε τα τρόφιµα και από αυτά τρία είδη 
(V. cholerae, V. parahaemolyticus και V. vulnificus) ενοχοποιούνται συχνότερα για την 
πρόκληση µ ιας ποικιλ ίας νόσων , όπως λ .χ . γαστρεντερίτ ιδες , συνεπεία  
τροφοδηλητηρίασης, πανδηµίες και επιδηµίες χολέρας ή σπάνιες συστηµατικές νόσοι, 
δυνητικά θανατηφόρες (Thompson et al. 2004).
 Το  V. cholerae είναι ο αιτιολογικός παράγοντας της χολέρας, µιας διαχρονικής 
νόσου που πλήττει κυρίως τις αναπτυσσόµενες χώρες του κόσµου. Τα εντεροπαθογόνα 
είδη Vibrio δύνανται να προκαλέσουν τροφική δηλητηρίαση, η οποία συνήθως σχετίζεται 
µε την κατανάλωση ανεπαρκώς µαγειρεµένων θαλασσινών. Οι επιδηµίες που οφείλονται 
στο V. vulnificus συνήθως παρατηρούνται σε περιοχές µε θερµό κλίµα και σχετίζονται µε τη 
µόλυνση ανοικτών πληγών. Είναι κατά κανόνα µικρές σε έκταση, εν γένει θανατηφόρες και 
η εµφάνιση τους συχνή. Ένα τέτοιο ξέσπασµα συνέβη στη Νέα Ορλεάνη των Η.Π.Α., 
αµέσως µετά τον τυφώνα Κατρίνα στις 29 Αυγούστου 2005 (Jablecki et al. 2005), ενώ 
αρκετά θανατηφόρα περιστατικά εµφανίζονται ετησίως στη Φλόριντα των Η.Π.Α. (Bureau 
of Community Environmental Health, Division of Environmental Health, Florida Department 
of Health, 2005).
 Πολλά είδη Vibrio (π.χ. V. harveyi, V. anguillarum, V. alginolyticus), τα οποία 
θεωρούνται σχετικά αβλαβή για τον άνθρωπο, είναι ζωονοσογόνα. Μπορούν, δηλαδή, να 
προκαλέσουν ασθένειες σε ψάρια και οστρακοειδή και αποτελούν συχνή αιτία 
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θνησιµότητας των εγχώριων θαλάσσιων οργανισµών (Caipang et al. 2009, Cam et al. 
2009, Faury et al. 2004).
3.1.2.Εντόπιση
 Τα  Vibrio spp. αποτελούν το πλέον συχνό γένος βακτηρίων που απαντάται στα 
υφάλµυρα νερά και γενικά στο υδάτινο περιβάλλον και µολύνουν µια µεγάλη ποικιλία 
αλιευµάτων. Μπορούν να µεταδοθούν στον άνθρωπο από πολλούς θαλάσσιους 
οργανισµούς, όπως είναι τα καβούρια και οι γαρίδες. Το V. cholerae συνήθως µεταδίδεται 
µέσω του µολυσµένου νερού (Faruque and Nair 2008).
 Τα διάφορα είδη του  Vibrio εντοπίζονται κυρίως σε νωπά και ανεπεξέργαστα 
ιχθυηρά και οστρακοειδή και αποµονώνονται συχνότερα κατά τους θερινούς µήνες. 
Καταστρέφονται εύκολα µε τη θέρµανση, ωστόσο ο κίνδυνος τροφικής δηλητηρίασης 
υφίσταται, καθώς τα οστρακοειδή, συµπεριλαµβανοµένων και των µυδιών, σε αρκετές 
περιπτώσεις καταναλώνονται, κατά παράδοση, ωµά ή µετά από πολύ ήπια θερµική 
επεξεργασία.
 Αρκετές έρευνες παρουσίας του εν λόγω παθογόνου παράγοντα έχουν κατά 
καιρούς πραγµατοποιηθεί σε θαλάσσιες περιοχές της Ιταλίας (Di Pinto et al. 2008), της 
Γερµανίας (Lhafi and Kühne, 2007) και της Νορβηγίας (Bauer et al. 2006) και αφορούν την 
µόλυνση των µυδοκαλλιεργειών από µικροοργανισµούς όπως είναι τα V. cholerae, V. 
parahaemolyticus και V. vulnificus. Στην Ελλάδα, αντιθέτως, το καθεστώς προσβολής, επί 
του παρόντος, δεν έχει διερευνηθεί επαρκώς, γεγονός που προσδίδει πρωτότυπο 
χαρακτήρα στην παρούσα ερευνητική εργασία.
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3.2.Vibrio cholerae
3.2.1.Περιγραφή
 Το  V. cholerae (εικόνα 3.2), γνωστό και ως Kommabacillus, κατά τον Robert Koch, 
είναι ένα gram αρνητικό, µε σχήµα κόµµατος (Marrero et al. 2009) βακτήριο, που διαθέτει 
πολικό µαστίγιο και προκαλεί χολέρα στους ανθρώπους (Ryan and Ray 2004, Faruque 
and Nair 2008). Το V. cholerae, καθώς και άλλα είδη του γένους Vibrio, ανήκουν στην 
“γάµµα” υποδιαίρεση των πρωτεοβακτηρίων. Υπάρχουν δύο κύριοι βιότυποι του V. 
cholerae που προσδιορίζονται από τη δοκιµή αιµοσυγκόλλησης, ο κλασικός και ο El Tor, 
αλλά και πολλές ορολογικές οµάδες. Ο  κλασικός βιότυπος βρίσκεται µόνο στο 
Μπαγκλαντές, ενώ ο El Tor απαντάται σε όλο τον κόσµο (Siddique et al. 1991). Το V. 
cholerae αποµονώθηκε για πρώτη φορά, ως παθογενετικό αίτιο της χολέρας, από τον 
ιταλικής καταγωγής ανατόµο Filippo Pacini, το 1854, αλλά η ανακάλυψή του αυτή δεν έγινε 
ευρέως γνωστή µέχρι 30 χρόνια αργότερα, όταν ο Robert Koch, ο οποίος εργαζόταν 
ανεξάρτητα, δηµοσιοποίησε το 1880 την δική του ανακάλυψη, το Vibrio comma, καθώς και 
τα µέσα για την καταπολέµηση της νόσου που το µικρόβιο προξενούσε (Bentivoglio and 
Pacini 2005, Howard-Jones 1984). Τελικώς η έρευνα του Pacini αναγνωρίστηκε και ως 
επίσηµη ταξινοµική ονοµασία του εν λόγω είδους βακτηρίου ορίστηκε το “Vibrio cholerae, 
Pacini 1854”.
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Εικόνα 3.2: Vibrio cholerae. Λήψη από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Διελεύσεως (ΗΜΔ). Πηγή: Wikipedia.
3.2.2.Ορολογική ταξινόµηση
 Τα στελέχη του  V. cholerae ταξινοµούνται ορολογικά βάσει του σωµατικού 
αντιγόνου O. Οι ορότυποι Ο 1 και O139 εµπλέκονται στην εκδήλωση του συνδρόµου της 
χολέρας. Μέχρι στιγµής περισσότεροι από 150 παθογόνοι ορότυποι του V. cholerae έχουν 
ταυτοποιηθεί αντιγονικά και η πλειονότητα τους δεν ανήκει στους οροτύπους Ο1 και O139 
(non Ο1/non O139 V. cholerae strains). Οι συγκεκριµένοι ορότυποι δεν προκαλούν χολέρα 
αλλά σποραδικά κρούσµατα γαστρεντερίτιδας (Morris  1990). Επίσης, η παθογένεια τους 
δεν αφορά την παραγωγή της χολερικής τοξίνης (cholera toxin, CT).
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3.2.3.Χαρακτηριστικές Ιδιότητες
 Το  V. cholerae είναι ένα µεσόφιλο βακτήριο, που αναπτύσσεται σε θερµοκρασίες 
10-43 °C, µε άριστη θερµοκρασία ανάπτυξης τους 37 °C. Συνήθως αποµονώνεται από 
νερά θερµοκρασίας 15-35 °C, ενώ σπάνια απαντάται όταν η θερµοκρασία κατέλθει 
χαµηλότερα των 10 °C. Η ανάπτυξη του ευνοείται σε ήπια αλκαλικό περιβάλλον (έως και 
pH 9) µε ιδανική τιµή 7,6, ενώ τιµές pH µικρότερες του 5 προκαλούν µείωση του 
πληθυσµού. Σε ότι αφορά την αλατότητα, η ιδανική τιµή για την ανάπτυξη του είναι 0,5% 
NaCl, µε εύρος 0,1-4%..
3.2.4.Επιδηµιολογία
 Εκτιµάται ότι ετησίως ο αριθµός των κρουσµάτων χολέρας ανέρχεται σε µερικά 
εκατοµµύρια (Sack et al. 2004). Η νόσος µεταδίδεται κυρίως µε την κατανάλωση 
µολυσµένου νερού και τροφής. Σε περιοχές όπου οι συνθήκες υγιεινής υπολείπονται του 
απαιτούµενου επιπέδου, η µετάδοση της χολέρας γίνεται ταχύτατα από άτοµο σε άτοµο, 
συχνά µέσω των λυµάτων και των ακαθαρσιών. Σε αναπτυσσόµενες χώρες και περιοχές, 
όπου η έλλειψη νερού ποιότητας “ανθρώπινης κατανάλωσης” ανάγεται σε µείζον 
πρόβληµα, η ανάγκη οδηγεί τους ανθρώπους στην κατανάλωση νερού απαράδεκτης 
υγιεινολογικής κατάστασης και σε επακόλουθες επιδηµίες χολέρας (εικόνα 3.3).
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Εικόνα 3.3: Η κατανάλωση νερού  κακής υγιεινής κατάστασης, συνήθης πρακτική στις αναπτυσσόµενες 
χώρες, οδηγεί στην εξάπλωση µεταδοτικών ασθενειών, µεταξύ των οποίων είναι και η χολέρα.
Πηγή: Εικόνες google.
 Ο Snow το 1855 εξέδωσε την δεύτερη έκδοση της αρχικής µελέτης του, η οποία 
αφορά την επιδηµιολογία της χολέρας, στην περιοχή Σόχο του Λονδίνου. Μέσω αυτής ο 
ίδιος κατέδειξε τον ρόλο του νερού στην εξάπλωση της νόσου, αναφερόµενος στην 
µόλυνση των υδατικών διαθέσιµων από τοξινογόνο στέλεχος V. cholerae, εξαιτίας της 
απόρριψης αστικών λυµάτων στον ποταµό Τάµεση, από τον οποίο και υδροδοτούνταν 
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διάφορες περιοχές. Ο υπερπληθυσµός, το χαµηλό βιοτικό επίπεδο αλλά και η 
µετανάστευση συνεισφέρουν στην εξάπλωση της νόσου. Μολυσµένα αλιεύµατα (ψάρια και 
οστρακοειδή) εντοπίζονται στα εκβολικά συστήµατα ποταµών που έχουν επιµολυνθεί από 
ανθρώπινα λύµατα, κατά τη διάρκεια επιδηµιών, ή σε περιοχές όπου τα τοξινογόνα 
στελέχη του V. cholerae ενδηµούν. Εκτός από τα µύδια, κατά καιρούς έχουν ενοχοποιηθεί 
µια σειρά από άλλα ωµά και επεξεργασµένα προϊόντα, όπως είναι, για παράδειγµα, τα 
µαριναρισµένα, παστά και καπνιστά ψάρια, οι γαρίδες, τα καβούρια και άλλα οστρακοειδή 
(στρείδια, κυδώνια, γυαλιστερές). Κρούσµατα γαστρεντερίτιδας που αποδίδονται σε non 
Ο1/non O139 στελέχη του V. cholerae προέρχονται συχνά από κατανάλωση ωµών ή 
µισοψηµένων αλιευµάτων, κυρίως στρειδιών. Άλλα τρόφιµα, π.χ. φρούτα και λαχανικά, 
συχνά µολύνονται µε τον µικροοργανισµό, καθώς έρχονται σε επαφή µαζί του, είτε µέσω 
του περιβάλλοντος είτε µέσω µολυσµένου νερού, κατά το πλύσιµο και την επεξεργασία 
τους. H αυξηµένη διακίνηση τροφίµων µεταξύ των χωρών του κόσµου έχει προσδώσει στο 
πρόβληµα της χολέρας παγκόσµιες διαστάσεις (Lee 2001).
3.2.5.Συµπτωµατολογία
 Η επώαση του µικροβίου διαρκεί από µερικές ώρες έως πέντε ηµέρες από την 
κατανάλωση νερού ή τροφής που έχουν µολυνθεί µε τοξινογόνο στέλεχος Ο 1/O139. Οι 
µολύνσεις από τον ορότυπο Ο 1 στην πλειονότητα τους είναι ήπιες ή ακόµη και εντελώς 
ασυµπτωµατικές. Ο χρόνος εµφάνισης των συµπτωµάτων της µόλυνσης εξαρτάται, σε 
κάποιο βαθµό, από τον πληθυσµό των βακτηρίων που εισέρχονται στον οργανισµό, µε τη 
µολύνουσα δόση να είναι της τάξης των 106 κύτταρων.
 Η χολέρα χαρακτηρίζεται από την αιφνίδια εµφάνιση εµέτου και διάρροιας, µε 
χαρακτηριστική µορφή κοπράνων (rice-water stools), η οποία οφείλεται στην αυξανόµενη 
παραγωγή βλέννας εντός του εντερικού σωλήνα, καθώς η νόσος εξελίσσεται (Cash et al. 
1974). Στα επακόλουθα του διαρροϊκού συνδρόµου και της επερχόµενης αφυδάτωσης 
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κατατάσσονται η καταστολή της νεφρικής λειτουργίας, η εµφάνιση έντονης δίψας, οι 
κράµπες των άκρων και της κοιλιακής χώρας, οι ηλεκτρολυτικές διαταραχές του αίµατος 
και η κατάπτωση. Συχνά ο βαθµός της αφυδάτωσης είναι τόσο έντονος (εικόνα 3.4), που ο 
ασθενής ενδέχεται να καταλήξει εντός λίγων ωρών από την πρώτη εµφάνιση των 
συµπτωµάτων (Seas et al. 2005).
Εικόνα 3.4: Η κλινική εικόνα ενός ασθενούς προσβεβληµένου από χολέρα είναι χαρακτηριστική της έντονης 
αφυδάτωσης (διακρίνεται από τους βυθισµένους οφθαλµούς) και της βαριάς κατάπτωσης. Πηγή: Wikipedia.
 
 Τα non Ο1/non O139 στελέχη του V. cholerae είναι υπεύθυνα για την πρόκληση µιας 
σειράς διαταραχών, από τις οποίες ως συχνότερη θεωρείται η γαστρεντερίτιδα (Morris 
1990). Μικρής ή µέτριας σοβαρότητας, η κλινική εικόνα οµοιάζει προς αυτήν της διάρροιας 
από χολέρα, µε ηπιότερη, ωστόσο, ένταση. Η επώαση διαρκεί από 12-24 ώρες (Heymann 
2004), ενώ τα συµπτώµατα έχουν διάρκεια από µία έως δέκα ηµέρες. Στις βαρύτερες 
περιπτώσεις απαιτείται χορήγηση υποστηρικτικής αγωγής , δηλαδή ενυδάτωση και 
αναπλήρωση ηλεκτρολυτών, και νοσηλεία. Τα ίδια αυτά στελέχη έχουν αποµονωθεί από 
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περιστατικά σηψαιµίας και περιτονίτιδας. Στα περισσότερα από αυτά η πηγή της µόλυνσης 
δεν προσδιορίστηκε µε σαφήνεια, ωστόσο ορισµένοι ασθενείς, κατά την λήψη του ιατρικού 
ιστορικού, ανέφεραν πρόσφατη κατανάλωση θαλασσινών ή επαφή µε µολυσµένο νερό 
(Morris 1990).
3.2.6.Παθογένεια
 Η µόλυνση από V. cholerae Ο1/O139 αρχίζει µε την κατάποση µολυσµένης τροφής ή 
νερού. Μετά την δίοδο του από τον όξινο φραγµό του στοµάχου, ο µικροοργανισµός 
εποικίζει το επιθήλιο του λεπτού εντέρου, µε την βοήθεια παραγόντων προσκόλλησης 
(TCP, ADF, MFRHA, MSHA κ.α.). Η παραγωγή της χολερικής τοξίνης (CT), αλλά και άλλων 
τοξινών που εµπλέκονται στον παθογενετικό µηχανισµό της χολέρας, διαταράσσει τη 
µεταφορά ιόντων από τα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου, µε αποτέλεσµα την 
συσσώρευση υγρού στον εντερικό σωλήνα και την εµφάνιση διάρροιας. Συγκεκριµένα, η 
εντεροτοξίνη αυτή, µέσω βιοχηµικών µεταβολών που επιφέρει στα επιθηλιακά κύτταρα, 
προκαλεί αυξηµένη έκκριση ιόντων Cl- από τα κύτταρα των εντερικών κρυπτών και µείωση 
της απορρόφησης του NaCl από τις εντερικές λάχνες, µε αποτέλεσµα την µετακίνηση 
ηλεκτρολυτών προς το εσωτερικό του εντέρου (Levine et al. 1983). Λόγω της ώσµωσης, 
επέρχεται µαζική εισροή νερού στον εντερικό σωλήνα, η οποία διαταράσσει περαιτέρω την 
απορροφητική ικανότητα του εντερικού βλεννογόνου και οδηγεί σε εµφάνιση διάρροιας.
 Έχει βρεθεί ότι, εκτός της CT, τα στελέχη V. cholerae Ο1/O139 παράγουν και άλλες 
τοξίνες, οι οποίες δρουν τοπικά στον εντερικό βλεννογόνο, αυξάνοντας την διαπερατότητα 
του επιθηλίου του και προκαλώντας έτσι συσσώρευση υγρού στον ειλεό. Η αιµολυσίνη, η 
οποία διαφοροποιεί τα El Tor στελέχη από τον κλασικό τύπο, είναι κυτταρολυτική in vivo 
για τα ερυθρά αιµοσφαίρια και in vitro για κυτταροκαλλιέργειες ιστών από θηλαστικά είδη. 
Ακόµη, διαδραµατίζει συµπληρωµατικό ρόλο στο µηχανισµό πρόκλησης διάρροιας, καθώς 
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και για την ίδια έχει αποδειχθεί ότι προάγει την συσσώρευση υγρού στον ειλεό (Ichinose et 
al. 1987).
 Άλλες τοξίνες που παράγονται από τα στελέχη O1 περιλαµβάνουν έναν αναστολέα 
των διαύλων νατρίου (Tamplin et al. 1987), µια “νέα τοξίνη χολέρας” (Sanyal et al. 1983) 
και µια ακόµη τοξίνη, παρόµοια µε την ciguatoxin των δινοµαστιγωτών πρωτοζώων. 
Εκτιµάται ότι οι τοξίνες αυτές είναι υπεύθυνες για την πρόκληση διάρροιας σε περιστατικά 
προσβολής από στελέχη που δεν παράγουν CT. Τα εν λόγω στελέχη έχει βρεθεί ότι 
παράγουν επίσης µια θερµοάντοχη τοξίνη, γνωστή ως Nag-ST (Morris et al. 1990), η 
οποία είναι παρόµοιας δοµής µε την εντεροτοξίνη των E. coli.
3.2.7.Θεραπεία
 Τα περισσότερα στελέχη του V. cholerae είναι ευαίσθητα σε αντιµικροβιακές ουσίες, 
όπως η τετρακυκλίνη, η χλωραµφαινικόλη, οι αµινογλυκοσίδες, οι κινολόνες και οι νέας 
γενιάς κεφαλοσπορίνες. Τα εν λόγω φάρµακα συστήνονται από τον Παγκόσµιο Οργανισµό 
Υγείας (World Health Organism, WHO) για την καταπολέµηση της χολέρας. Η τετρακυκλίνη 
αποτελεί φάρµακο εκλογής, για το λόγο ότι συνδυάζει πολύ θετικά αποτελέσµατα (µείωση 
του όγκου και της διάρκειας της διάρροιας κατά το ήµισυ, (Greenough et al. 1964), και 
χαµηλό κόστος, ενώ παράλληλα είναι εύκολα διαθέσιµη στο εµπόριο.
 Κατά µια µελέτη αντιµικροβιακής αντοχής, που αφορούσε εννέα είδη Vibrio 
(συµπεριλαµβανοµένου και του V. cholerae), βρέθηκε ότι τα υπό δοκιµή µικρόβια 
παρουσιάζουν αντοχή σε σουλφαµεθοξαζόλη, τριµεθοπρίµη και πενικιλίνες (Waldor et al. 
1996). Ειδικά για τα V. cholerae Ο1/O139 συχνά αναφέρεται αντοχή σε ένα ευρύ φάσµα 
αντιµικροβιακών ουσιών. Ως εκ  τούτου, κρίνεται αναγκαία η τακτική παρακολούθηση της 
ευαισθησίας των διαφόρων στελεχών του µικροοργανισµού στα αντιµικροβιακά.
 Ενθαρρυντικά αποτελέσµατα έδωσε η χρήση κοινών βακτηριοκτόνων ουσιών για 
την εξουδετέρωση στελεχών του V. cholerae (Timenetsky et al. 1992). Στις ουσίες αυτές 
25
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
συµπεριλαµβάνονται η γλουταραλδεΰδη, η φορµαλδεΰδη, το υπεροξείδιο του υδρογόνου, 
το υποχλωριώδες νάτριο και η φαινόλη, όλα τους σε συγκεντρώσεις ανάλογες µε αυτές 
που χρησιµοποιούνται για την απολύµανση ιατρικού εξοπλισµού. Ειδικά για τα στελέχη El 
Tor, που θεωρούνται υπεύθυνα για τις αλλεπάλληλες επιδηµίες χολέρας που ξεκίνησαν το 
1991 στο Περού, βρέθηκε ότι δεν επιβίωσαν ούτε σε µία από τις πειραµατικές δοκιµές 
(έκθεση σε βακτηριοκτόνα επί 30 λεπτά και σε θερµ οκρασία 20 °C) που 
πραγµατοποιήθηκαν. Τα ίδια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και παρουσία αλβουµίνης του 
ορού, µιας προστατευτικής πρωτεΐνης, σε συγκέντρωση 0,1%. Η αποτελεσµατικότητα των 
απολυµαντικών που χρησιµοποιούνται για πλύσιµο µε νερό, µε σκοπό την αποστείρωση 
διαφόρων επιφανειών, εξαρτάται από τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης και άλλων 
συστατικών που συνδέονται µε χηµικό τρόπο µε τα αντιµικροβιακά και τα αδρανοποιούν 
(Lewis και Arens 1995).
3.2.8.Πρόληψη
3.2.8.1.Υγιεινή τροφίµων
 Το V. cholerae δεν αναπτύσσεται σε θερµοκρασία µικρότερη των 10 °C. Αυτό 
σηµαίνει ότι η αποθήκευση των τροφίµων (εν προκειµένω των µυδιών) στις συνήθεις 
θερµοκρασίες συντήρησης (2-6 °C) αποτρέπει την αύξηση του βακτηριακού πληθυσµού 
των Vibrio σε αυτά. Σε περιπτώσεις µάλιστα µακρόχρονης συντήρησης έχει παρατηρηθεί 
ακόµη και ήπια µείωση του βακτηριακού φορτίου, όχι όµως σε σηµείο να επιφέρει την 
εξυγίανση του τροφίµου. Η κατάψυξη προκαλεί µείωση του αριθµού των Vibrio στα  
τρόφιµα, της τάξεως των 3-4 δεκαδικών λογαρίθµων ή ακόµη µεγαλύτερη. Βρέθηκε, 
ωστόσο, ότι για τη µείωση αυτή δεν είναι υπεύθυνη καθαυτή η χαµηλή θερµοκρασία αλλά 
στην πράξη ο κύκλος κατάψυξης-απόψυξης και συγκεκριµένα το stress που υφίστανται τα 
βακτηριακά κύτταρα κατά τις ακραίες θερµοκρασιακές µεταβολές (Oliver et. al. 1991). 
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Επίσης παίζει ρόλο και ο βαθµός προστασίας που παρέχεται από το τρόφιµο προς το 
µικρόβιο, απέναντι στο ψύχος, ο οποίος ποικίλλει ανάλογα µε την σύσταση του τροφίµου.
 Το V. cholerae θεωρείται θερµοευαίσθητο µικρόβιο. Η ανάπτυξη του µπορεί να 
πραγµατοποιηθεί έως τους 45 °C, η περαιτέρω άνοδος της θερµοκρασίας όµως οδηγεί σε 
µείωση του πληθυσµού. Ολοκληρωτική καταστροφή επιτυγχάνεται σε συνθήκες βρασµού 
(100 °C) ή ακόµη και κατόπιν θέρµανσης στους 60 °C για µερικά λεπτά. Με την 
παστερίωση (57,2 °C επί 30 λεπτά) επιτυγχάνεται µείωση του πληθυσµού κατά 4-5 
λογαριθµικές µονάδες. Εξυπακούεται ότι τρόφιµα µαγειρεµένα και κατά συνέπεια 
εξυγιανθέντα, δεν επιτρέπεται να έρθουν σε επαφή µε τα ωµά.
 Σε ότι αφορά την υγρασία, η τιµή του συντελεστή ενεργού ύδατος (aw) ενός 
τροφίµου πρέπει να είναι ίση ή µεγαλύτερη του 0,93, ώστε να καταστεί δυνατή η ανάπτυξη 
του V. cholerae. Προσοχή πρέπει να δίνεται στην επιφανειακή υγρασία των ολικώς 
αποξηραµένων ή ηµιαποξηραµένων τροφίµων, καθώς η παρουσία της επιδρά θετικά στην 
ανάπτυξη του βακτηρίου. Το νάτριο είναι απαραίτητο για την ανάπτυξη του V. cholerae, ως 
µέγιστη δε ανεκτή αλατότητα  θεωρείται η τιµή 5% NaCl w/v.
 To ουδέτερο pH στα τρόφιµα επίσης ευνοεί την αύξηση του βακτηρίου, ενώ 
θεωρείται ότι η µείωση του πληθυσµού ξεκινά σε τιµές pH<5. Για τον λόγο αυτό οι όξινες 
σάλτσες που χρησιµοποιούνται κατά την παρασκευή τροφίµων (συνήθως αυτές που 
βασίζονται σε χυµ ό τοµάτας) µπορούν να αναστείλουν την ανάπτυξη του 
µικροοργανισµού, καθώς έρχονται σε επαφή µαζί του.
 Ένας ακόµη παράγοντας που λειτουργεί ευνοϊκά ως προς την ανάπτυξη των Vibrio 
είναι και η υψηλή περιεκτικότητα ενός τροφίµου σε πρωτεΐνη. Για τον λόγο αυτό τα 
υψιπρωτεΐνικά τρόφιµα απαιτούν επιπρόσθετη προσοχή ως προς τους χειρισµούς και την 
αποθήκευση/συντήρηση τους.
 Καθοριστικό ρόλο για την κατάσταση της υγιεινής των τροφίµων διαδραµατίζουν 
επίσης οι χειρισµοί, η προέλευση των πρώτων υλών και η προσωπική υγιεινή κατά την 
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επεξεργασία και/ή τον χειρισµ ό και την διάθεση των τροφών. Όσοι ασχολούνται 
επαγγελµατικά µε την επεξεργασία, µεταποίηση και προετοιµασία των τροφίµων θα πρέπει 
να τηρούν αυστηρούς κανόνες υγιεινής, ώστε να εξασφαλίζεται η καλή κατάσταση υγιεινής 
των προϊόντων και κατά συνέπεια η ασφάλεια των καταναλωτών (“Βασικοί Κανόνες 
Υγιεινής για την Ασφάλεια των Τροφίµων”, εκπαιδευτικό εποπτικό υλικό (DVD) του ΕΦΕΤ).
 Πολλές χώρες, προκειµένου να µειώσουν τους κινδύνους διάδοσης τροφιµογενών 
ασθενειών, έχουν καθιερώσει την εφαρµ ογή συστηµ άτων HACCP στις βιοτεχνίες/
βιοµηχανίες τροφίµων, ώστε η παραγωγή και η διακίνηση τους (from farm to fork), να 
ακολουθεί µια ασφαλή, για τον καταναλωτή, οδό. Αντίστοιχα, κατά την εισαγωγή τροφών 
απαιτούν από τα προϊόντα να φέρουν τις σχετικές προδιαγραφές ασφαλείας.
3.2.8.2.Υγιεινή του πληθυσµού
 Η πρόληψη της εξάπλωσης της χολέρας, η οποία παραµένει σοβαρότατο πρόβληµα 
στις υπανάπτυκτες χώρες του κόσµου, χαρακτηρίζεται από υψηλή δυσκολία και δαπάνη. 
Το πλέον σηµαντικό µέτρο είναι η απολύµανση του πόσιµου νερού και η εξυγίανση των 
τροφίµων. Στις τριτοκοσµικές χώρες, η κακή κατάσταση ή ακόµη και η παντελής έλλειψη 
δικτύου υδρεύσεως πολλαπλασιάζει τον κίνδυνο µόλυνσης που σχετίζεται µε την 
κατανάλωση νερού.
 Για τον λόγο αυτό κρίνεται σκόπιµη η εκπαίδευση του πληθυσµού, ώστε ο κόσµος 
να συνηθίσει κατ’ αρχάς στην πρακτική να βράζει (αποστειρώνει) το νερό που πρόκειται να 
καταναλώσει. Η χλωρίωση επιπλέον κάθε σηµείου υδροδότησης, ακόµη και των οικιακών 
πηγών, θα µπορούσε να συνδράµει προς τον ίδιο σκοπό. Στην εικόνα 3.5 διακρίνεται µία 
ενηµερωτική αφίσα, που σχεδιάστηκε µε την χορηγία µιας λέσχης αυτοκινητιστών, η οποία 
αναφέρεται στα προληπτικά µέτρα υγιεινής που πρέπει να λαµβάνονται, προκειµένου να 
παρεµποδισθεί η διάδοση της χολέρας στις ενδηµικές χώρες.
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 Εξίσου αναγκαία θεωρείται και η ορθότερη διαχείριση των ανθρώπινων λυµάτων, 
ώστε αυτά επ’ ουδενί να µην έρχονται σε επαφή µε τις εστίες του πόσιµου νερού. Σε πολλά 
κράτη, δυστυχώς, η οικονοµική στενότητα δεν επιτρέπει την σχεδίαση και εφαρµογή ενός 
αποτελεσµατικού αποχετευτικού συστήµατος. Έτσι η χολέρα γίνεται πολύ εύκολα ενδηµική 
σε περιοχές µε προβληµατική διάθεση και επεξεργασία των λυµάτων. Αυτό κατέστη 
εµφανές στις χώρες της Λατινικής Αµερικής, µε αποκορύφωµα την επιδηµία του 1991.
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Εικόνα 3.5: Επιµορφωτική αφίσα (poster) που αποσκοπεί στην ενηµέρωση του πληθυσµού για τον κίνδυνο 
προσβολής από χολέρα.
Πηγή: http://www.fleetwatch.co.za/magazines/Feb2009/PicsFeb2009/Cholera%20poster%20Feb09.jpg
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3.3.Vibrio parahaemolyticus 
3.3.1.Περιγραφή
 Το  V. parahaemolyticus (εικόνα 3.6) είναι ένα καµπυλόµορφο, ραβδόσχηµο, gram 
αρνητικό βακτήριο το οποίο απαντάται σε υφάλµυρα νερά και προκαλεί γαστρεντερικές 
διαταραχές στον άνθρωπο (Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης Νοσηµάτων, Centers for 
Disease Control and Prevention, CDC). Το V. parahaemolyticus δίνει θετική την αντίδραση 
της οξειδάσης, είναι προαιρετικά αερόβιο και ασπορογόνο. Όπως και άλλα είδη του γένους 
Vibrio, το µικρόβιο αυτό είναι κινητό, µε ενιαίο, πολικής θέσης µαστίγιο (Ryan and Ray 
2004).
Εικόνα 3.6: Vibrio parahaemolyticus. Λήψη από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σαρώσεως (ΗΜΣ).
Πηγή: Wikipedia.
 Παρά το ότι η λοίµωξη µπορεί να συµβεί διά της κοπρανοστοµατικής οδού 
(κατανάλωση τροφών µολυσµένων από ακαθαρσίες φορέων του V. parahaemolyticus), η 
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κατάποση βακτηρίων, παρόντων σε ωµά ή ανεπαρκώς µαγειρεµένα θαλασσινά (συνήθως 
στρείδια), είναι η κυρίαρχη αιτία της οξείας γαστρεντερίτιδας που προκαλείται από το V. 
parahaemolyticus (Finkelstein 1996). Επίσης εµφανίζονται µολύνσεις τραυµάτων, οι οποίες 
όµως είναι πολύ λιγότερο συχνές. Ο µηχανισµός της παθογένειας των λοιµώξεων από V. 
parahaemolyticus δεν έχει ακόµη διευκρινιστεί πλήρως (Baffone et al. 2005).
 Το  V. parahaemolyticus είναι υπεύθυνο για το 70% των περιστατικών διάρροιας που 
οφείλονται στην κατανάλωση θαλασσινών. Τα κρούσµατα εντοπίζονται κατά µήκος 
παράκτιων περιοχών καθώς επίσης και στα εκβολικά συστήµατα ποταµών, κατά τη 
διάρκεια του καλοκαιριού και στις αρχές του φθινοπώρου, όταν οι υψηλότερες 
θερµοκρασίες του νερού ευνοούν την ανάπτυξη των βακτηρίων (DePaola et al. 1990). Η 
ευρεία εξάπλωση και οι µεγάλοι πληθυσµοί του βακτηρίου στα οστρακοειδή και στα 
µαλάκια, κατά τη διάρκεια των εποχικών εξάρσεων, καθώς και ο δυνητικός ρόλος των 
εντόµων στη µετάδοση του µικροοργανισµού, προκαλούν έντονο προβληµατισµό. Στα 
αλιεύµατα που συχνότερα εµπλέκονται στη µόλυνση περιλαµβάνονται το καλαµάρι, το 
σκουµπρί, ο τόνος, οι σαρδέλες, τα καβούρια, οι γαρίδες αλλά και δίθυρα µαλάκια, όπως 
είναι τα στρείδια και τα κυδώνια (Su και Liu 2007).
 Η πλειονότητα των στελεχών του V. parahaemolyticus που αποµονώνονται από τα 
αλιεύµατα είναι αβλαβή για τον άνθρωπο. Η αντιδιαστολή των παθογόνων στελεχών από 
τα απαθογόνα στηρίζεται στην ιδιότητα των πρώτων (συνήθως κλινικά στελέχη) να 
προκαλούν αιµόλυση σε αιµατούχα θρεπτικά υποστρώµατα µε υψηλή συγκέντρωση NaCl 
(φαινόµενο Kanagawa) (Joseph et al. 1982). Πρόσφατα και µε αφορµή την παρατήρηση 
ότι πολλά Kanagawa αρνητικά στελέχη είναι παθογόνα έχουν ανακύψει αµφιβολίες σχετικά 
µε την χρηστική αξία της ιδιότητας αυτής. Οι δοκιµές σε πειραµατόζωα, αν και είναι 
αποτελεσµατικότερες ως προς τον έλεγχο της παθογένειας των διαφόρων στελεχών, 
απαιτούν ειδικό εξοπλισµό, χαρακτηρίζονται από αυξηµένο κόστος και επίσης 
αποφεύγονται για ανθρωπιστικούς λόγους που σχετίζονται µε την ευζωία των ζώων. Η 
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χρήση µοριακών βιολογικών τεχνικών αποδεικνύεται ως το πιο αξιόπιστο µέσο για την 
ανίχνευση των παθογόνων στελεχών του V. parahaemolyticus. Σε αυτές τις µεθόδους 
κατατάσσονται η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) και ο µοριακός υβριδισµός και οι δύο εκ  των οποίων στοχεύουν στην ανίχνευση 
γονιδίων του γενώµατος των βακτηρίων, τα οποία κωδικοποιούν τον σχηµατισµό της 
αιµολυσίνης.
 Όπως συµβαίνει και µε άλλα gram αρνητικά βακτήρια που αναπτύσσονται στις 
εκβολές ποταµών ή στη θάλασσα, το V. parahaemolyticus είναι πιθανόν να διανύει κάποιο 
στάδιο αδράνειας. Το γεγονός αυτό σε πολλές περιπτώσεις καθιστά το βακτήριο µη 
ανιχνεύσιµο. Επίσης, σε ότι αφορά τα µορφολογικά χαρακτηριστικά τους, τα στελέχη 
εµφανίζουν µεταξύ τους αρκετές παραλλαγές, µε αποτέλεσµα να συγχέονται ακόµη και µε 
απαθογόνα στελέχη.
 Μέχρι τα τέλη της δεκαετίας του 1960, όταν το V. parahaemolyticus ανιχνεύθηκε στις 
Η.Π.Α., είχαν παρατηρηθεί, ανά τον κόσµο, σποραδικά κρούσµατα τροφολοιµώξεων. Στην 
Ιαπωνία ωστόσο, το V. parahaemolyticus αποτελεί τον συχνότερο αιτιολογικό παράγοντα 
πρόκλησης τροφολοιµώξεων (Rachid et al. 1992). Στις Η.Π.Α . τα θαλασσινά 
καταναλώνονται από το 50% των ανθρώπων και ως επί το πλείστον κατόπιν µαγειρέµατος 
ενώ αντίθετα στην Ιαπωνία σερβίρονται είτε ωµά είτε µισοµαγειρεµένα και αποτελούν την 
κυριότερη πηγή πρωτεΐνης ζωικής προελεύσεως για τον εντόπιο πληθυσµό.
3.3.2.Ορολογική ταξινόµηση
 Ορολογικά τα V. parahaemolyticus διαχωρίζονται, βάσει του σωµατικού (Ο) και του 
πολυσακχαριδικού (Κ) αντιγόνου τους, σε 11 και 71 οροτύπους Ο και Κ αντίστοιχα. Παρότι 
η πλειονότητα των στελεχών που αποµονώνονται από κλινικά περιστατικά ταξινοµείται 
στην κατηγορία Ο, δεν έχει αποδειχθεί κάποια αποκλειστική σχέση µεταξύ οροτύπου και 
παθογένειας.
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 Μία ακόµη ταξινόµηση των V. parahaemolyticus γίνεται σε σχέση µε την ικανότητα ή 
µη ορισµένων στελεχών να παράγουν την αιµολυσίνη Kanagawa, γνωστή και ως TDH, η 
δράση της οποίας χαρακτηρίζεται ως παθογόνος. Η παραγωγή της αιµολυσίνης από τα 
βακτήρια ανιχνεύεται µε τη χρήση του Wagatsuma agar.
3.3.3.Χαρακτηριστικές ιδιότητες
 Το V. parahaemolyticus µπορεί να αναπτυχθεί παρουσία 1-8% NaCl αλλά  
παρουσιάζει άριστη ανάπτυξη σε εύρος 2-4% και δεν επιβιώνει σε απεσταγµένο νερό. Η 
ανάπτυξη του αναστέλλεται σε επίπεδα NaCl άνω του 10%, ιδιότητα που το διαφοροποιεί 
από το επίσης παθογόνο V. alginolyticus. Η βέλτιστη τιµή aw για την ανάπτυξη του είναι 
0,992, παρουσία NaCl, ενώ η ελάχιστη ανεκτή είναι 0,948. Το βακτήριο επιβιώνει σε εύρος 
pH από 4,8 έως 11, µε άριστη περιοχή την ζώνη 7,6-8,6. Έχει παρατηρηθεί ότι ο 
πληθυσµός του µικροοργανισµού σε ορισµένα έτοιµα µαγειρεµένα θαλασσινά (π.χ. 
γαρίδες σε σάλτσα τοµάτας µε pH 3,5) είναι κατά πολύ µικρότερος απ’ ότι στα αντίστοιχα 
προϊόντα για την προετοιµασία των οποίων δεν έχει χρησιµοποιηθεί όξινη σάλτσα.
 Το  V. parahaemolyticus είναι ευαίσθητο στο ψύχος και η µακρόχρονη συντήρηση 
των τροφίµων σε θερµοκρασία 4 °C επηρεάζει αρνητικά την επιβίωση του βακτηρίου και 
συνεπώς το βακτηριακό φορτίο αυτών. Η ελάχιστη θερµοκρασία ανάπτυξης του στα 
τρόφιµα είναι 9,5-10 °C ενώ στο θαλάσσιο περιβάλλον το εύρος ανάπτυξης του κυµαίνεται 
από 10 °C έως 44 °C, µε άριστη περιοχή τις θερµοκρασίες 30-35 °C. Ο χρόνος γενεάς του, 
κάτω από ιδανικές συνθήκες ανάπτυξης, ανέρχεται σε 9-13 λεπτά.
3.3.4.Συµπτωµατολογία
 Το  V. parahaemolyticus προσβάλλει τον άνθρωπο προκαλώντας σε αυτόν κυρίως 
γαστρεντερίτιδα. Η περίοδος επώασης είναι περίπου 24 ώρες. Η κλινική εικόνα της 
λοίµωξης συντίθεται από συµπτώµατα όπως διάρροια, κοιλιακές κράµπες, ναυτία, έµετος 
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και πυρετός. Σε σοβαρότερες περιπτώσεις παρατηρούνται υδαρής διάρροια µε βλέννα ή 
αίµα και τεινεσµοί. Στην Ιαπωνία, όπου κατά καιρούς υπήρξαν θανατηφόρα περιστατικά, 
έχουν επίσης αναφερθεί καρδιακές αρρυθµίες. Τα συµπτώµατα εµφανίζονται 4-96 ώρες 
µετά από την κατανάλωση µολυσµένων θαλασσινών και συνήθως υποχωρούν εντός της 
παρέλευσης 72 ωρών, αλλά ενδέχεται να διαρκέσουν έως και δέκα ηµέρες σε 
ανοσοκατεσταλµένα άτοµα. Η νόσος συνήθως είναι αυτοϊώµενη και η εξέλιξη της διαρκεί 
3-4 ηµέρες.
 Επιπλέον, το κολύµπι ή η εργασία σε µολυσµένα νερά µπορεί να επιτρέψει την 
είσοδο του µικροβίου από τα µάτια ή τα αυτιά (Penland et al. 2000), καθώς και από πληγές 
ή πάσης φύσεως λύσεις συνεχείας του δέρµατος και των βλεννογόνων. Μετά τον τυφώνα 
Κατρίνα (Ανατολική Ακτή ΗΠΑ, Αύγουστος 2005), υπήρξαν 22 περιπτώσεις λοιµώξεων 
τραυµάτων από Vibrio, τρεις από τις οποίες προκλήθηκαν από V. parahaemolyticus και 
δύο εκ των οποίων απέβησαν θανατηφόρες.
3.3.5.Παθογένεια
 Σε ότι αφορά τον παθογενετικό µηχανισµό του V. parahaemolyticus κυρίαρχο ρόλο 
κατέχει η θερµοάντοχη αιµολυσίνη TDH. Πρόκειται περί πρωτεΐνης µοριακού βάρους 
42.000 daltons, µε δράση καρδιοτοξική, κυτταροτοξική και θανατηφόρα σε ποντίκια 
εργαστηρίου, κατόπιν ενδοπεριτοναϊκής έγχυσης σε αυτά ποσότητας 1,5 µg. Σηµαντική για 
τον παθογόνο µικροοργανισµό είναι η in vivo δυνατότητα προµήθειας σιδήρου, τον οποίο 
εξασφαλίζει, προκαλώντας λύση των ερυθροκυττάρων. Η αιµολυσίνη, η οποία εκκρίνεται 
από το µικρόβιο, δεσµεύεται στην επιφάνεια των ερυθρών αιµοσφαιρίων και στη συνέχεια 
επιφέρει την λύση τους. Η παραγωγή της εξαρτάται από το pH και είναι εφικτή µόνο στην 
περιοχή 5,5-5,6. Η δράση της ενισχύεται παρουσία ιόντων ασβεστίου. Πιθανολογείται ότι η 
αιµολυσίνη εµπλέκεται στην πρόκληση καρδιακών αρρυθµιών σε ορισµένους ασθενείς. 
Αντιθέτως δεν έχει εξακριβωθεί το κατά πόσο ευθύνεται για την πρόκληση διάρροιας.
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 Έχουν ανακαλυφθεί αρκετές, συγγενείς προς την TDH, τοξίνες µε διαφορετική 
ηλεκτροφορητική ικανότητα αλλά πανοµοιότυπη αντιγονικότητα και µικρές αποκλίσεις ως 
προς την αιµολυτική ικανότητα. Οι τοξίνες αυτές (TRH, TDH related haemolysin) 
παράγονται τόσο από Kanagawa θετικά όσο και από αρνητικά στελέχη.
 Το  V. parahaemolyticus παράγει επίσης ένζυµα µε αιµολυτική δράση καθώς και έναν 
εντεροτοξικό παράγοντα. Έχει περιγραφεί η ικανότητα προσκόλλησης του βακτηρίου στα 
επιθηλιακά κύτταρα καθώς και η ικανότητα αιµοσυγκόλλησης.
3.3.6.Πρόληψη
 Ισχύουν οι προαναφερθείσες (για το V. Cholerae) γενικές και ειδικές αρχές 
προστασίας. Επιπλέον , πολλές από τις πρόσθετες αντιµ ικροβιακές ουσίες που 
χρησιµοποιούνται στα τρόφιµα αναστέλλουν αποτελεσµατικά την ανάπτυξη του V. 
parahaemolyticus. Σε αυτές συγκαταλέγονται το σορβικό κάλιο, το βενζοϊκό νάτριο κ.α. Η 
κατεργασία προϊόντων, όπως η καβουρόψιχα, µε αυτό τον τρόπο µειώνει τα επίπεδα του 
µικροοργανισµού στο τρόφιµο και αυξάνει την ευαισθησία του στη θέρµανση.
3.3.7.Θεραπεία
 Δεδοµένου ότι η συντριπτική πλειοψηφία των τροφολοιµώξεων από  V. 
parahaemolyticus είναι αυτοπεριοριζόµενες, η θεραπεία συνήθως δεν κρίνεται αναγκαία. 
Σε σοβαρές περιπτώσεις όµ ως ενδείκνυται η ενδοφλέβια χορήγηση υγρών και 
ηλεκτρολυτών (Ryan and Ray 2004).
 Σε ειδικές περιπτώσεις, το θεραπευτικό σχήµα εκλογής για την αντιµετώπιση 
λοιµώξεων από V. parahaemolyticus περιλαµβάνει την χρήση χλωραµφαινικόλης, 
τετρακυκλίνης, αµινογλυκοσιδών, κεφαλοσπορινών 3ης γενεάς, αζτρεονάµης, ιµιπενέµης 
και κινολονών. Ιδιαίτερα οι τελευταίες βρέθηκε ότι χαρακτηρίζονται από την µεγαλύτερη, 
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συγκριτικά µε άλλες αντιµικροβιακές ουσίες, ισχύ εναντίον του βακτηρίου. Οι πενικιλίνες 
και οι παλαιότερες κεφαλοσπορίνες, αντιθέτως, κρίνονται ως αναποτελεσµατικές.
 
3.4.Vibrio vulnificus 
3.4.1.Περιγραφή
 Το  V. vulnificus (εικόνα 3.7) ανήκει στα gram αρνητικά, κινητά, κυρτά και 
ραβδόµορφα βακτήρια του γένους Vibrio. Πρωτοαποµονώθηκε το 1964 ενώ η πρώτη 
µελέτη ταξινόµησης του συντάχθηκε το 1976 από ερευνητές του CDC, οι οποίοι 
περιέγραψαν περί τα 38 στελέχη. Αναφέρθηκε για πρώτη φορά ως "λακτόζη θετικό Vibrio" 
από τους Hollis et al. (Journal of Clinical Microbiology 1976). Στη συνέχεια έλαβε το όνοµα 
Beneckea vulnifica από τους Reichelt et al. (Αρχεία Μικροβιολογίας 1976) και τέλος 
µετονοµάστηκε σε V. vulnificus από τον Farmer (Farmer 1979). Παρόν στα θαλάσσια 
περιβάλλοντα, π.χ. εκβολές ποταµών, υφάλµυρες λίµνες ή παράκτιες περιοχές, το V. 
vulnificus σχετίζεται µε το V. cholerae, τον αιτιολογικό παράγοντα της χολέρας (Oliver and 
Kaper 2001, Oliver 2005). Η µόλυνση από V. vulnificus οδηγεί σε ταχέως αναπτυσσόµενη 
κυτταρίτιδα ή σε σηψαιµία (James and Berger 2006).
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Εικόνα 3.7: Vibrio vulnificus. Λήψη από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σαρώσεως (ΗΜΣ). Τεχνική ψευδούς 
χρώσεως. Πηγή: Wikipedia.
 Το V. vulnificus προκαλεί λοίµωξη η οποία συχνά ακολουθεί την κατανάλωση 
θαλασσινών, κυρίως ωµών ή µισοµαγειρεµένων στρειδιών. Τα βακτήρια µπορούν επίσης 
να εισέλθουν στο σώµα µέσω ανοιχτών πληγών, κατά την κολύµβηση σε  µολυσµένα νερά 
(Oliver 2005) ή µέσω τραυµάτων που προκαλούνται από τις άκανθες των πτερυγίων 
ορισµένων ιχθύων, όπως είναι, για παράδειγµα, η tilapia.
 Το  V. vulnificus συνήθως βρίσκεται στις βορειοδυτικές περιοχές του Ειρηνικού 
Ωκεανού. Απαντάται επίσης, σε χαµηλές συγκεντρώσεις, στα νερά της Μεσογείου 
θάλασσας και ειδικότερα στα στενά της Μεσσήνης, και η αποµόνωση του διά συµβατικών 
µεθόδων (καλλιέργεια σε θρεπτικά υποστρώµατα) περιορίζεται κυρίως κατά τις θερµές 
περιόδους (Gugliandolo et al. 2005; Maugeri et al. 2006).
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3.4.2.Χαρακτηριστικές ιδιότητες
 Το  V. vulnificus έχει παρόµοιες απαιτήσεις, για την ανάπτυξη του, µε αυτές του V. 
parahaemolyticus. Είναι επίσης αλόφιλο, ωστόσο διαφέρει κυρίως στην αντοχή του στο 
NaCl, η οποία είναι µικρότερη και κυµαίνεται από 0,1% έως 5%. Για τον λόγο αυτό, σε 
νερά χαµηλής σχετικά αλατότητας παρατηρείται αύξηση του πληθυσµού  των V. vulnificus 
σε βάρος των V. parahaemolyticus, στα οστρακοειδή (Wright et al. 1996, 2007). 
 Αναπτύσσεται βέλτιστα στους 37 °C, αν και µπορεί να επιβιώσει σε θερµοκρασίες 
8-43 °C. Σε ωµά οστρακοειδή δεν αναπτύσσεται σε θερµοκρασία χαµηλότερη των 13 °C 
και για τον λόγο αυτό καθίσταται υψίστης σηµασίας η άµεση ψύξη των αλιευµάτων, µετά 
από την συλλογή τους. Οι τιµές pH 5-10 επιτρέπουν την ανάπτυξη του βακτηρίου, η οποία 
ιδανικά πραγµατοποιείται σε pH 7,8.
3.4.3.Παθογένεια
 Ο παθογενετικός µηχανισµός δράσης του V. vulnificus είναι πολυπαραγοντικός, 
καθώς εµπλέκονται η παραγωγή κάψας και µιας σειράς ενζύµων (κυτολυσίνη, πρωτεάση, 
ελαστάση και φωσφολιπάση). Οι παράγοντες αυτοί απαντώνται σε όλα τα κλινικά και 
ελεύθερα στο περιβάλλον στελέχη (Strom και Paranjpye, 2000), γεγονός που συνηγορεί 
υπέρ της θέσης ότι πρακτικά όλα τα στελέχη είναι δυνητικά παθογόνα.
 Η πολυσακχαριδική κάψα που παράγεται από ορισµένα στελέχη του V. vulnificus 
κατέχει ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο στο µηχανισµό πρόκλησης νόσου. Οι Simpson et al. 
(1987) µελέτησαν 38 κλινικά και περιβαλλοντικά στελέχη, παθογόνα και µη, για να 
διαπιστώσουν ότι τα µεν πρώτα σχηµάτιζαν αδιαφανείς αποικίες (παρουσία κάψας) τα δε 
δεύτερα σχηµάτιζαν διαφανείς αποικίες (απουσία κάψας). Επιπλέον, παρατήρησαν ότι 
από βακτηριακά κύτταρα που διέθεταν κάψα µπορούσαν να προκύψουν νέα κύτταρα 
χωρίς κάψα, τα οποία επίσης στερούνταν παθογένειας. Η κάψα προσδίδει ανθεκτικότητα 
στα βακτήρια απέναντι στην φαγοκυττάρωση.
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 Ο δεύτερος παράγοντας παθογένειας του V. vulnificus, η ενδοτοξίνη LPS, είναι 
υπεύθυνη για την εµφάνιση συµπτωµάτων όπως πυρετός, οίδηµα, αιµορραγία και κυρίως 
υπόταση, που συνθέτουν την εικόνα του τοξαιµικού σοκ κατά τη σηψαιµική λοίµωξη από το 
βακτήριο. Οι McPherson et al. (1991) βρήκαν ότι η ενδοφλέβια χορήγηση της LPS σε 
ποντίκια οδηγεί σε µείωση της αρτηριακής πίεσης τους εντός 10 λεπτών, ενώ σε 
προχωρηµένες καταστάσεις επέρχεται κρίσιµη ελάττωση του καρδιακού ρυθµού και εν 
τέλει θάνατος, εντός 30-60 λεπτών. Οι Simonson και Siebeling (1988) ταυτοποίησαν πέντε 
οροτύπους LPS, χρησιµοποιώντας µονοκλωνικά αντισώµατα. Βρήκαν ότι το 25% των 
κλινικής προέλευσης στελεχών έφεραν από ένα έως πέντε αντιγόνα LPS, ενώ µόνο το 
0,3% των περιβαλλοντικών στελεχών είχαν αυτό το χαρακτηριστικό.
 Εκτός της κάψας και της LPS, το V. vulnificus παράγει µια σειρά εξωκυτταρικών 
προϊόντων όπως αιµολυσίνη, πρωτεάση, ελαστάση, κολλαγενάση, λιπάση, φωσφολιπάση, 
υαλουρονιδάση κ .α. Κανείς ωστόσο από τους προαναφερθέντες δυνητικά παθογόνους 
παράγοντες δεν έχει αποδειχτεί πως συµµετέχει ενεργά στην παθογένεια της µόλυνσης 
από το βακτήριο.
 Περισσότερη έµφαση έχει δοθεί σε µια ισχυρή θερµοάντοχη αιµολυσίνη/κυττολυσίνη 
που εντοπίστηκε και η οποία έχει λυτική δράση εναντίον των κυττάρων των θηλαστικών 
(Yamanaka et al. 1990), αυξάνει υπέρµετρα την διαπερατότητα των κυττάρων ενώ έχει 
παρατηρηθεί ότι έχει θανατηφόρο δράση στα ποντίκια, προκαλώντας σε αυτά 
αιµορραγικές νεκρωτικές αλλοιώσεις, οίδηµα και καταστροφή του µυϊκού ιστού. Επίσης, 
έχει περιγραφεί µια ελαστολυτική πρωτεάση, η οποία στερείται µεν αιµολυτικής ικανότητας 
πλην όµως ασκεί καταστρεπτική δράση επί της αλβουµίνης του ορού, της IgG, των 
παραγόντων C3 και C4 του συµπληρώµατος και της ελαστίνης.
 Το βακτήριο διαπερνά τον εντερικό φραγµό και ακολούθως εισέρχεται στην 
κυκλοφορία του αίµατος, προκαλώντας σηψαιµία και διάχυτη φλεγµονή του συνδετικού 
ιστού, του δέρµατος και του υποδόριου ιστού.
40
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
 Τα επίπεδα Fe στο αίµα επηρεάζουν την παθογένεια του V. vulnificus, το οποίο 
χρησιµοποιεί το ιχνοστοιχείο αυτό στις µεταβολικές λειτουργίες του. Συγκεκριµένα το 
βακτήριο παράγει και εκκρίνει κάποιες ουσίες, ονόµατι “σιδηροφόρα”, οι οποίες 
αποµακρύνουν την αδιάλυτη στο αίµα µορφή του σιδήρου (Fe+3) και ενισχύουν την 
πρόσληψη της έτερης µορφής του στοιχείου, ώστε να αξιοποιηθεί, εν συνεχεία, από το 
βακτήριο.
3.4.4.Συµπτωµατολογία
 Τα συµπτώµατα περιλαµβάνουν εµετό, διάρροια, κοιλιακό άλγος και φυσαλιδώδη 
δερµατίτιδα, η οποία µερικές φορές συγχέεται µε τον πέµφιγα ή το πεµφιγοειδές.
 Ιδιαίτερα ευάλωτα είναι τα άτοµα µε ηπατική νόσο (κίρρωση και ηπατίτιδα) ή οι 
ανοσοκατεσταλµένοι ασθενείς (Jones  and Oliver 2009) που πάσχουν από καρκίνο, 
καταστολή του µυελού των οστών, AIDS, σακχαρώδη διαβήτη κλπ). Σε αυτές τις 
περιπτώσεις, το V. vulnificus συνήθως εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίµατος και µπορεί 
να προκαλέσει πυρετό και ρίγη, σηπτική καταπληξία (µε έντονη πτώση της αρτηριακής 
πίεσης) και φυσαλιδώδη δερµατίτιδα (Oliver and Kaper 2005). Σύµφωνα µε το CDC, 
περίπου οι µισοί από όσους παρουσιάζουν µικροβιαιµία καταλήγουν σε θάνατο.
 Οι µολύνσεις τραυµάτων από V. vulnificus χαρακτηρίζονται από θνησιµότητα της 
τάξης του 25%. Σε ασθενείς όπου η µόλυνση εξελίσσεται σε σηψαιµία, συνήθως µετά από 
per os πρόσληψη µικροοργανισµών, το ποσοστό θνησιµότητας αυξάνεται δραµατικά στο 
50%. Η πλειοψηφία αυτών των ασθενών πεθαίνουν µέσα στις πρώτες 48 ώρες από την 
εγκατάσταση της λοίµωξης. Το V. vulnificus συχνά προκαλεί εκτεταµένα παραµορφωτικά 
έλκη (εικόνα 3.8) που απαιτούν σοβαρή χειρουργική αποκατάσταση ή ενδεχοµένως ακόµα 
και ακρωτηριασµό µελών του σώµατος.
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Εικόνα 3.8: Επιµόλυνση ανοικτού τραύµατος από V. vulnificus. Πηγή: Εικόνες google.
 Η πλέον δυσµενής πρόγνωση αφορά τους ασθενείς που καταφθάνουν στο 
νοσοκοµείο σε κατάσταση καταπληξίας (σοκ). Η συνολική θνησιµότητα σε ασθενείς που 
δέχθηκαν θεραπεία µετά από προσβολή (είτε µετά από κατάποση µικροοργανισµών είτε 
µέσω τραύµατος) αγγίζει το 33% (Liu et al. 2006).
 Οι λοιµώξεις από  V. vulnificus επηρεάζουν δυσανάλογα τους άνδρες ως προς τις 
γυναίκες. Το 85% των ατόµων που αναπτύσσουν σηψαιµικό σοκ είναι άνδρες. Ακόµη, οι 
γυναίκες που έχουν υποβληθεί σε ωοθηκεκτοµή εµ φανίζουν αυξηµ ένα ποσοστά 
θνησιµότητας, καθώς τα οιστρογόνα , όπως άλλωστε έχει αποδειχθεί πειραµ ατικά, 
κατέχουν προστατευτική δράση έναντι του V. vulnificus (Merkel et al. 2001).
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3.4.5.Θεραπεία
 Ιδανική θεραπεία δεν υπάρχει αλλά από µία µελέτη ανασκόπησης, που έγινε στην 
Ταϊβάν και αφορά 93 ασθενείς, προέκυψε ότι η χρήση µιας κεφαλοσπορίνης τρίτης γενιάς 
και µιας τετρακυκλίνης (π.χ. κεφτριαξόνη και δοξυκυκλίνη αντίστοιχα) οδηγούν σε βελτίωση 
της κλινικής εικόνας (Liu et al. 2006). Απαιτούνται βέβαια περισσότερες κλινικές δοκιµές, 
προκειµένου να επιβεβαιωθεί αυτή η ανακάλυψη, αλλά τα µέχρι στιγµής δεδοµένα που 
έχουν συλλεχθεί από in vitro δοκιµές στηρίζουν την υπόθεση ότι αυτός ο συνδυασµός 
αντιµικροβιακών ουσιών έχει συνεργιστική δράση κατά του V. vulnificus. Οµοίως, ο 
Ιατρικός Σύνδεσµός Αµερικής και τα Κέντρα Ελέγχου και Πρόληψης Νοσηµάτων (CDC) 
συστήνουν την θεραπεία των ασθενών µε τετρακυκλίνη και την ενδοφλέβια χορήγηση 
συνδυασµού δοξυκυκλίνης µε κεφταζιντίµη (Daniels και Shafaie 2000).
 Η γαστρεντερίτιδα αντιµετωπίζεται συντηρητικά, µε την αναπλήρωση υγρών και 
ηλεκτρολυτών ενώ παράλληλα χορηγούνται αντιβιοτικά για την πρόληψη δευτερογενών 
επιπλοκών. Η τριφλουπεραζίνη (TFP) προστατεύει τον οργανισµό από την βλαπτική 
επίδραση της κυτολυσίνης (Lee et al. 2004c).
3.4.6.Πρόληψη
 Η προστασία από την µόλυνση κυρίως περιλαµβάνει την απαιτούµενη ενηµέρωση 
των ευπαθών πληθυσµιακών οµάδων, ώστε να αποφεύγουν την κατανάλωση ωµών 
οστρακοειδών. Το µαγείρεµα, επί του παρόντος, παραµένει η µόνη αξιόπιστη µέθοδος για 
την καταστροφή του βακτηρίου  (Tamplin and Capers 1992).
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
4.Αναζήτηση του Vibrio spp. στα µύδια
 Στην παρούσα ενότητα, η οποία αποτελεί το πειραµατικό µέρος της ανά χείρας 
διπλωµατικής εργασίας, περιγράφεται αναλυτικά η διαδικασία που ακολουθήθηκε για την 
αναζήτηση (δοκιµή παρουσίας/απουσίας, prevalence test) βακτηρίων του γένους Vibrio 
spp. σε µεσογειακά µύδια (Mytilus galloprovincialis). Τα δείγµατα (n=50) ελήφθησαν 
αντιπροσωπευτικά από διάφορες εγκαταστάσεις µυδοκαλλιέργειας του Θερµαϊκού κόλπου, 
στην περιοχή της Πιερίας, κατά την περίοδο Αυγούστου-Δεκεµβρίου 2011.
4.1.Υλικά και µέθοδοι
 Για τη διενέργεια του πειράµατος χρησιµοποιήθηκε ο εξοπλισµός του  
µικροβιολογικού Εργαστηρίου της Υγιεινής Τροφίµων του Αριστοτελείου Πανεπιστηµίου 
Θεσσαλονίκης και ειδικότερα τα ακόλουθα εργαλεία και σκεύη:
 Λαβίδα ιστών, αιχµηρό µαχαίρι, ψαλίδι, ποτήρια ζέσεως και κωνικές φιάλες 
διαφόρων µεγεθών, στείροι πλαστικοί περιέκτες (σακούλες) τύπου Stomacher®, 
δοκιµαστικοί σωλήνες των 18 ml, στείρα τρυβλία petri 100 mm × 15 mm, πουάρ και 
σιφώνια πληρώσεως των 0,5 ml, 1 ml και 5 ml, αυτόµατη πιπέτα 0-1000 µl, µεταλλικός και 
πλαστικός µικροβιολογικός κρίκος, φιαλίδια Eppendorf® 1 ml.
 Αναφορικά µε συσκευές και διατάξεις χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω:
• Θάλαµος νηµατικής ροής, για την εξασφάλιση στείρου χώρου εργασίας
• Οµογενοποιητής Stomacher®
• Επωαστικός κλίβανος, θερµοκρασίας 37 °C ± 1 °C
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• Υδατόλουτρο θερµοκρασίας 44 °C έως 47 °C (το νερό καλό είναι να περιέχει 
αντιµικροβιακή ουσία)
• Κλίβανος υγρής αποστείρωσης (αυτόκαυστο), για την καταστροφή και την ασφαλή 
απόρριψη των µολυσµατικών υλικών και για την ασφαλή ανάκτηση των 
χρησιµοποιηµένων σκευών
 Τα θρεπτικά µέσα καλλιέργειας, τα οποία προετοιµάστηκαν βάσει των οδηγιών που 
παρέχονται από τους κατασκευαστές τους, έχουν ως ακολούθως:
• Υγρό µέσο εµπλουτισµού: Αλκαλικό αλατούχο πεπτονούχο ύδωρ (Alkaline Saline 
Peptone Water, ASPW)
• Στερεά εκλεκτικά µέσα αποµόνωσης: 1) Thiosulphate Citrate Bile and Sucrose 
(TCBS) agar και 2) Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) agar
• Στερεό θρεπτικό µέσο ανακαλλιέργειας (για την παραγωγή “καθαρών” αποικιών): 
Saline Nutrient Agar (SNA)
 Ακόµη, παρασκευάστηκαν βιοχηµικά υποστρώµατα για την δοκιµή της οξειδάσης, 
για την δοκιµή ανάπτυξης στο Triple Sugar Iron (TSI) agar, για την ανίχνευση των ornithine 
decarboxylase (ODC), lysine decarboxylase (LDC) και arginine dihydrolase (ADH), για την 
ανίχνευση της β-γαλακτοσιδάσης (ONPG), για την δοκιµή της ινδόλης (IND) και τέλος για 
την δοκιµή ανάπτυξης σε αλατούχα θρεπτικά υδατικά διαλύµατα πεπτόνης.
 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε βρίσκεται σε συµφωνία µε την πρότυπη µέθοδο 
που καθορίζεται από την διεθνή σταθερά ISO/TS 21872 (εικόνα 4.1), η οποία αφορά στην 
οριζόντια αναζήτηση στα τρόφιµα των παθογόνων ειδών Vibrio cholerae και  Vibrio 
parahaemolyticus (Part 1) καθώς και των δυνητικώς εντεροπαθογόνων ειδών Vibrio 
fluvialis, Vibrio mimicus και  Vibrio vulnificus (Part 2). Δευτερευόντως είναι δυνατό να 
συναποµονωθούν βακτήρια που ανήκουν σε άλλα είδη του γένους Vibrio spp, παθογόνα ή 
µη.
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Εικόνα 4.1: Η πρότυπη µέθοδος ISO/TS 21872, Parts 1 & 2, που αφορά στην αναζήτηση των παθογόνων 
βακτηρίων του γένους Vibrio spp. στα τρόφιµα. Πηγή: International Standards Organization (ISO).
 Η αναζήτηση του Vibrio spp. προϋποθέτει την συλλογή και την προετοιµασία των 
δειγµάτων, ενώ το κυρίως µέρος της απαιτεί τέσσερις διαδοχικές φάσεις, οι οποίες 
αναφορικά είναι οι ακόλουθες:
1. Πρώτος εµπλουτισµός σε υγρό εκλεκτικό υπόστρωµα
2. Δεύτερος εµπλουτισµός σε υγρό εκλεκτικό υπόστρωµα
3. Αποµόνωση και ταυτοποίηση
4. Επιβεβαίωση
 Οι φάσεις αυτές περιγράφονται συνοπτικά στο διάγραµµα ροής που ακολουθεί και 
αναλύονται διεξοδικά στην οικεία ενότητα του κειµένου που ακολουθεί.
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Γράφηµα 4.1: Διάγραµµα ροής της κατά ISO 21872 µεθόδου για την αναζήτηση του Vibrio spp.
Αλκαλικό αλατούχο πεπτονούχο ύδωρ (ASPW)
σε θερμοκρασία περιβάλλοντος
25 g προϊόντος σε 9 x 25 = 225 mL ASPW
1 mL καλλιέργειας + 10 mL ASPW. 
Επώαση επί 18 ώρες ± 1 ώρα στους 37 °C
Επώαση επί 6 ώρες ± 1 ώρα στους 37 °C
Απομόνωση στα TCBS και SDS agar.
Επώαση επί 24 ώρες ± 3 ώρες στους 37 °C 
Λήψη τουλάχιστον 5 αποικιών τυπικής μορφολογίας
από κάθε μέσο απομόνωσης.
Λήψη όλων των αποικιών σε περίπτωση που είναι λιγότερες των 5
Αλατούχο θρεπτικό υπόστρωμα (SNA)
Επώαση επί 24 ώρες ± 3 ώρες στους 37 °C 
Βιοχημική επιβεβαίωση
Πιθανή περαιτέρω επιβεβαίωση με τη συνδρομή ειδικού 
εργαστηρίου αναφοράς
Παρουσίαση των αποτελεσμάτων
1η ΦΑΣΗ
ΠΡΩΤΟΣ 
ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ
2η ΦΑΣΗ
ΔΕΥΤΕΡΟΣ 
ΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ
3η ΦΑΣΗ
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ
4η ΦΑΣΗ
ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ
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4.2.Δειγµατοληψία
 Τα δείγµατα (ζωντανά µεσογειακά µύδια του είδους Mytilus galloprovincialis) 
συλλέγονταν, ανά τακτά χρονικά διαστήµατα, από τον Αύγουστο έως τον Σεπτέµβριο του 
2011, µε αντιπροσωπευτικό τρόπο, από το αρµόδιο προσωπικό της Διεύθυνσης 
Κτηνιατρικής του Νοµού Πιερίας και αποστέλλονταν στη Θεσσαλονίκη, σε κατάλληλη 
υδατοστεγή συσκευασία, την ίδια µέρα που πραγµατοποιείτο η δειγµατοληψία. Οι 
εγκαταστάσεις εκτροφής µυδιών, από τις οποίες προήλθαν τα δείγµατα, ανήκουν στις 
περιοχές (ζώνες αλίευσης) Αθερίδα, Κίτρος (Αλυκές), Μακρύγιαλος και Μεθώνη του Ν. 
Πιερίας.
4.3.Προετοιµασία του δείγµατος
 Απόλυτη σηµασία για την ορθότητα των αποτελεσµάτων της ανίχνευσης κατέχει η 
σωστή προκατεργασία των µυδιών. Στην παρούσα περίπτωση ακολουθήθηκαν οι οδηγίες 
που περιλαµβάνονται στο εγχειρίδιο “Compendium of Methods for the Microbiological 
Examination of Foods, 4th Edition, 2001” της συγγραφέως Frances Pouches Downes, 
εκδοθέν υπό του American Public Health Association, οι οποίες έχουν ως εξής:
 Τα µύδια παραλαµβάνονται συσκευασµένα σε θερµοκρασία συντήρησης, εντός 
24ώρου από την αλίευση τους. 24 ώρες είναι ο µέγιστος επιτρεπόµενος χρόνος που 
µεσολαβεί από την συλλογή έως την παραλαβή στο Εργαστήριο, η περαιτέρω 
καθυστέρηση οδηγεί σε αλλοιώσεις του δείγµατος που επηρεάζουν αρνητικά την 
αξιοπιστία των αποτελεσµάτων - στη δική µας περίπτωση µεσολαβούσαν, κατά µέσο όρο, 
18 ώρες. Ακολούθως πλένονται εξωτερικά, κάτω από συνεχή ροή τρεχούµενου νερού 
(εικόνες 4.2 και 4.3) µε τη βοήθεια σκληρής πλαστικής βούρτσας, ώστε να αποµακρυνθούν 
τυχόν προσκολληµένα ξένα σώµατα (όστρακα, πλαγκτόν, φύκη) καθώς και υπολείµµατα 
άµµου.
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 Εικόνα 4.2 (αριστερά): Μύδια Mytilus galloprovincialis αµέσως µετά την παραλαβή τους. Ακολουθεί 
σχολαστικό πλύσιµο της εξωτερικής επιφάνειας τους, ώστε να εξασφαλισθεί η κατά το δυνατό άσηπτη λήψη 
του περιεχοµένου τους, στην αµέσως επόµενη φάση.
Εικόνα 4.3 (δεξιά): Κοντινό πλάνο σε µύδι, στην επιφάνεια του οστράκου διακρίνονται προσκολληµένα ξένα 
σώµατα. Ακόµη διακρίνεται προς τα πάνω, κατά µήκος της ακµής του οστράκου, ο βύσσος, µια θυσανοειδής 
αποφυάδα.
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
 Με αυτό τον τρόπο εξασφαλίζεται η κατά το δυνατόν άσηπτη διάνοιξη του κελύφους 
των µυδιών, στο αµέσως επόµενο στάδιο, ώστε να ληφθούν η σάρκα και το ενδοθυρικό 
υγρό χωρίς επιµολύνσεις. Καλό είναι ο χειριστής προκαταβολικά να πλύνει σχολαστικά τα 
χέρια του µε σαπούνι και νερό και, αφού τα στεγνώσει, να φορέσει γάντια µιας χρήσεως. 
Έτσι ο ίδιος αποφεύγει πιθανή µόλυνση από τους παρόντες στο δείγµα µικροοργανισµούς. 
Αφού τα µύδια στραγγίσουν, ο βύσσος, µια χαρακτηριστική θυσανοειδής αποφυάδα που 
κάθε µύδι διαθέτει, έλκεται µέχρι να αποσπαστεί από το σώµα του οστράκου. Στο σηµείο 
αποκόλλησης του βύσσου εγκαταλείπεται σχισµή στην οποία εισάγεται το εργαλείο 
επιλογής του χειριστή (ένα µαχαίρι κουζίνας µε σκληρή λάµα και µυτερή άκρη εξυπηρετεί 
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άριστα). Με κινήσεις µοχλού το κέλυφος ανοίγει και αποκαλύπτεται η εσωτερική δοµή του 
µυδιού. Πρωτίστως λαµβάνεται το υγρό (κυρίως θαλασσινό νερό, από πλευράς σύστασης) 
µε ελεύθερη ροή και στη συνέχεια µε λαβίδα ιστών αποκολλάται ο µανδύας (σάρκα) από 
την εσωτερική επιφάνεια του οστράκου. Σε αυτό το στάδιο απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή 
από πλευράς του χειριστή, καθώς, λόγω της µεγάλης δύναµης που απαιτείται για την 
αποκόλληση της σάρκας από το όστρακο, υπάρχει κίνδυνος τραυµατισµού των χεριών. 
Επίσης θα πρέπει να λαµβάνεται µέριµνα ώστε τυχόν θραύσµατα του κελύφους να µην 
συµπεριληφθούν, από λάθος, στο δείγµα.
4.4.Συγκέντρωση του δείγµατος και δηµιουργία εναιωρήµατος
 Το περιεχόµενο του οστράκου τοποθετείται σε προζυγισµένη στείρα σακούλα τύπου 
Stomacher® των 400 ml. Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται για περισσότερα µύδια, 
ώσπου να συγκεντρωθεί ποσότητα ίση µε 25 g, η οποία, βάσει της πρότυπης µεθόδου, 
αντιστοιχεί σε ένα (1) δείγµα. Συνήθως 3-4 άτοµα (µύδια) µεσαίου µεγέθους επαρκούν για 
κάθε ένα δείγµα.
 Στη συνέχεια, στον περιέκτη (σακούλα) µε το δείγµα προστίθεται ποσότητα 
αλκαλικού αλατούχου πεπτονούχου ύδατος (ASPW), εννεαπλάσια του βάρους του 
δείγµατος, ήτοι 225 ml (εικόνα 4.4). To ASPW, που εξυπηρετεί ως θρεπτικό υπόστρωµα 
διασποράς του δείγµατος, έχει αλκαλική αντίδραση (pH = 8,6) και περιεκτικότητα σε NaCl 
2%, παράµετροι που ευνοούν εκλεκτικά την ανάπτυξη των µικροβίων του γένους Vibrio. Η 
θερµοκρασία του υγρού, αµέσως πριν από την χρήση του, ιδανικά θα πρέπει να είναι 
γύρω στους 37 °C.
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Εικόνα 4.4: Το δείγµα τοποθετήθηκε, µαζί µε την απαιτούµενη ποσότητα του υγρού αραιωτικού µέσου ASPW, 
σε στείρα πλαστική σακούλα Stomacher®, προς οµογενοποίηση.
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
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4.5.Πρώτος εκλεκτικός εµπλουτισµός
 Το δείγµα (25 g σάρκας και ενδοθυρικού υγρού + 225 ml ASPW), που βρίσκεται σε 
θερµοκρασία περιβάλλοντος, οµοιογενοποιείται επί 2’ στη συσκευή Stomacher® (εικόνες 
4.5 και 4.6) και ακολούθως το εναιώρηµα τοποθετείται προς επώαση σε κλίβανο 
θερµοκρασίας 37 °C επί 6 ± 1 ώρες.
  
Εικόνες 4.5 & 4.6: Οµογενοποίηση του δείγµατος επί  120 sec  µε τη βοήθεια της συσκευής Stomacher®. 
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
4.6.Δεύτερος εκλεκτικός εµπλουτισµός
 Από την προηγούµενη καλλιέργεια και συγκεκριµένα από την επιφάνεια της 
αναρροφάται, µε αυτόµατη πιπέτα των 1000 µl, ποσότητα 1 ml (εικόνα 4.7) η οποία 
ενοφθαλµίζεται σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιέχει 10 ml του αρχικού υγρού µέσου 
εµπλουτισµού (ASPW). Ακολουθεί επώαση στους 37 °C επί 18 ± 1 ώρες.
 Το δεύτερο στάδιο εµπλουτισµού είναι απαραίτητο, προκειµένου να καταστεί δυνατή 
η ανίχνευση των βακτηρίων-στόχων. Αυτό ισχύει καθώς στο πρώτο εναιώρηµα (καθώς 
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βέβαια και στο αρχικό δείγµα) ο αριθµός τους (ειδικότερα των V. parahaemolyticus και V. 
cholerae) συχνά είναι ελάχιστος, ενώ αντίθετα άλλοι µικροοργανισµοί της οικογένειας των 
Vibrionaceae (π.χ. Photobacterium spp.) ή βακτήρια άλλων οικογενειών ενδέχεται να είναι 
παρόντα σε σηµαντικά µεγαλύτερες συγκεντρώσεις, προκαλώντας παρεµποδίσεις της 
τεχνικής αναζήτησης.
 
Εικόνα 4.7: 2ο στάδιο εκλεκτικού εµπλουτισµού. Από το εναιώρηµα του 1ου σταδίου (αριστερά) λαµβάνεται 
άσηπτα, µε  τη βοήθεια αυτόµατης πιπέτας των 1000 µl, ποσότητα καλλιέργειας 1 ml η  οποία τοποθετείται  σε 
δοκιµαστικό σωλήνα (κέντρο) που περιέχει το ίδιο θρεπτικό υγρό  ASPW, για να ακολουθήσει  η επώαση. 
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
4.7.Αποµόνωση και ταυτοποίηση
 Από την υγρή καλλιέργεια που αναπτύχθηκε στην δεύτερη φάση του εµπλουτισµού 
λαµβάνεται, µε τη βοήθεια µικροβιολογικού κρίκου, ποσότητα µε την οποία ενοφθαλµίζεται 
53
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
η επιφάνεια του πρώτου εκλεκτικού στερεού υποστρώµατος αποµόνωσης, του TCBS 
(Thiosulfate Citrate Bile-salts Sucrose) agar. Με αντίστοιχο τρόπο ενοφθαλµίζεται και το 
δεύτερο θρεπτικό υπόστρωµα, το SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) agar (εικόνα 4.8).
Εικόνα 4.8: Ενοφθαλµισµός των SDS (αριστερά) και TCBS (δεξιά) agar µε υλικό από την εµπλουτισµένη 
υγρή καλλιέργεια (κέντρο), µε σκοπό την λήψη αποµονωµένων αποικιών.
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
 Τα τρυβλία Petri µε τα ενοφθαλµισµένα υποστρώµατα τοποθετούνται ανεστραµµένα 
σε επωαστικό κλίβανο, στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες και µετά την επώαση εξετάζονται ως 
προς την παρουσία τυπικών αποικιών από παθογόνα στελέχη του Vibrio spp.
 Σε ότι αφορά το υπόστρωµα TCBS (εικόνες 4.9 και 4.10) απαντώνται δύο τυπικές 
µορφές αποικιών:
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• Οι τυπικές αποικίες των V. mimicus και  V. vulnificus είναι λείες, πράσινες 
(σακχαρόζη αρνητικές) και µε διάµετρο 2-3 mm.
• Οι τυπικές αποικίες του V. fluvialis είναι λείες, κίτρινες (σακχαρόζη θετικές) και 
µε διάµετρο 2-3 mm. Τα V. parahaemolyticus και  V. cholerae σχηµατίζουν 
πράσινες και κίτρινες αποικίες αντίστοιχα.
Εικόνες 4.9 & 4.10: TCBS agar, κίτρινες και πράσινες αποικίες (αριστερά), αµιγώς πράσινες αποικίες (δεξιά). 
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
 Στο υπόστρωµα SDS (εικόνες 4.11 και 4.12) σχηµατίζονται οι εξής αποικίες:
• Οι τυπικές αποικίες των V. mimicus και  V. vulnificus είναι ιώδεις, έχουν 
διάµετρο ≥ 2  mm µε αδιαφανή άλω.
• Οι τυπικές αποικίες του V. cholerae στέλεχος O1 είναι κίτρινες, έχουν 
διάµετρο ≥ 2 mm µε αδιαφανή άλω ενώ αυτές των υπολοίπων στελεχών του V. 
cholerae εµφανίζουν προαιρετικά αδιαφανή άλω.
 Άλλα είδη του Vibrio spp. είτε δεν αναπτύσσονται στο SDS agar είτε, εφόσον 
αναπτυχθούν, σχηµατίζουν αποικίες δίχως άλω.
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Εικόνες 4.11 & 4.12: SDS agar, κίτρινες αποικίες. Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
4.8.Αποτελέσµατα της αποµόνωσης
 Η προαναφερθείσα διαδικασία ακολουθήθηκε για το σύνολο των 50 δειγµάτων που 
συγκεντρώθηκαν στο χρονικό πλαίσιο Ιανουάριος-Δεκέµβριος 2011. Στον παρακάτω 
πίνακα παρατίθενται συνοπτικά τα στοιχεία που συλλέχθηκαν από τις δοκιµές 
αποµόνωσης του Vibrio spp. στα µύδια:
Πίνακας 4.1: Αποτελέσµατα της αποµόνωσης του Vibrio spp.
Ηµεροµηνία 
δειγµατοληψίας
Αριθµός 
δείγµατος
Ανάπτυξη αποικιών
Παρατηρήσεις
TCBS SDS
23/08/2011 # 1-2 (2) ✔ ✔ ✔ ✔ --
30/08/2011 # 3-5 (3) ✔ ✔ ✔ ✔ --
06/09/2011 # 6-11 (6) ✔ ✔ ✔ ✔ --
04/10/2011 # 12-17 (6) ✔ ✔ ✔ ✔
ασθενέστερη 
ανάπτυξη απ’ ότι 
συνήθως
σε TCBS/SDS
11/10/2011 # 18-23 (6) ✔ ✔ ✔ ✔
ασθενέστερη 
ανάπτυξη απ’ ότι 
συνήθως
σε TCBS/SDS
# 20, 22 χωρίς 
ανάπτυξη στο SDS
31/10/2011 # 24-30 (7) ✔ ✔ ✔ ✔ --
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Ηµεροµηνία 
δειγµατοληψίας
Αριθµός 
δείγµατος
Ανάπτυξη αποικιών
Παρατηρήσεις
TCBS SDS
29/11/2011 # 31-40 (10) ✔ ✔ ✔ ✔
τα περισσότερα 
δείγµατα χωρίς 
ανάπτυξη στο SDS
13/12/2011 # 41-50 (10) ✔ ✔ ✔ ✔
τα περισσότερα 
δείγµατα χωρίς 
ανάπτυξη στο SDS
Σηµείωση: Το σύµβολο “✔” δηλώνει ανάπτυξη αποικιών στο σχετικό  υπόστρωµα αποµόνωσης. Το χρώµα 
του συµβόλου αντιστοιχεί στο χρώµα των αποικιών που σχηµατίστηκαν.
 Παρατηρήθηκε σταθερά η εµ φάνιση θετικών αποτελεσµάτων (ανάπτυξη 
µικροοργανισµών στα εκλεκτικά υποστρώµατα TCBS και SDS), στην πλειοψηφία των 
δειγµάτων κάθε παρτίδας µυδιών που ελέγχθηκε, στη διάρκεια της χρονικής περιόδου 
Αυγούστου-Δεκεµβρίου 2011, κατά την οποία η θερµοκρασία σηµείωσε προοδευτική 
ελάττωση. Υπήρξαν ελάχιστες αποκλίσεις από το πρότυπο αυτό.
 Η ανάπτυξη βακτηρίων, µε την µορφή µεµονωµένων αποικιών, στα εκλεκτικά 
υποστρώµατα, στην καλύτερη περίπτωση απλώς θέτει υποψία για την παρουσία 
µικροβίων του γένους Vibrio στο δείγµα και δευτερευόντως πληροφορεί “χονδρικά” ως 
προς τα πιθανά είδη στα οποία αυτά ανήκουν. Στην επόµενη φάση, η οποία περιλαµβάνει 
την υποβολή σε βιοχηµικό έλεγχο των µικροβίων που ελήφθησαν από αποµονωµένες 
αποικίες στα υποστρώµατα TCBS και SDS, αναµένεται να ξεκαθαρίσει περισσότερο η 
εικόνα των ανιχνευθέντων βακτηρίων, ως προς την ταυτότητα τους (σε επίπεδο είδους).
 Για τον σκοπό αυτό, υλικό από τις µεµονωµένες αποικίες που αναπτύχθηκαν από 
κάθε δείγµα, στα υποστρώµατα TCBS και SDS, καλλιεργήθηκε σε εκλεκτικό, για Vibrio, 
στερεό θρεπτικό υπόστρωµα ανάπτυξης SNA (Saline Nutrient Agar). Η τεχνική που 
εφαρµόστηκε έχει ως εξής:
 Αρχικά λαµβάνονται, µε µικροβιολογικό κρίκο, από κάθε εκλεκτικό µέσο (TCBS και 
SDS) τουλάχιστον δύο µεµονωµένες αποικίες, µε τυπική µορφολογία παθογόνων 
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στελεχών Vibrio (όπως αυτή περιγράφηκε παραπάνω), κατά προτίµηση διαφορετικού, 
µεταξύ τους, τύπου. (όσες περισσότερες αποικίες από κάθε τρυβλίο ληφθούν, τόσο 
αυξάνει η πιθανότητα να ανιχνευθούν τα παθογόνα στελέχη, καθώς στα εκλεκτικά 
υποστρώµατα δύναται να αναπτυχθούν και απαθογόνα είδη Vibrio).
 Οι επιλεγµένες αποικίες ενοφθαλµίζονται στην επιφάνεια τρυβλίων που περιέχουν 
το στερεό θρεπτικό υπόστρωµα ανάπτυξης SNA (Saline Nutrient Agar), ώστε να 
παραχθούν σε µεγάλη ποσότητα “καθαρές” αποικίες, προερχόµενες δηλαδή από το ίδιο 
είδος µικροβίου (εικόνα 4.13). Η επώαση γίνεται στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες.
Εικόνα 4.13: Ανακαλλιέργεια υλικού από  µεµονωµένες αποικίες των υποστρωµάτων TCBS και SDS (δεξιά) 
σε SNA (αριστερά), µε στόχο την λήψη “καθαρών” αποικιών.
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
Το καθένα από τα τρυβλία petri SNA έλαβε έναν µοναδικό κωδικό, ανάλογα µε την 
προέλευση της καλλιέργειας που περιείχε. O κάθε κωδικός αποτελείται από τρία στοιχεία, 
έναν αριθµό και δύο γράµµατα. Ο αριθµός αντιστοιχεί στον αριθµό του δείγµατος από το 
οποίο έγινε η αποµόνωση. Το πρώτο γράµµα δηλώνει το είδος του θρεπτικού 
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υποστρώµατος που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση, δηλαδή “S” για το SDS και “T” 
για το TCBS και το δεύτερο γράµµα συµβολίζει το χρώµα της αποµονωµένης αποικίας από 
την οποία ελήφθη υλικό, δηλαδή “G” για πράσινο (green) “P” για µοβ (purple) και “Y” για 
κίτρινο (yellow). Π.χ. 15TY σηµαίνει ότι η καλλιέργεια προήλθε από το δείγµα #15, από 
µεµονωµένη αποικία κίτρινου χρώµατος (Y) στο υπόστρωµα αποµόνωσης TCBS (T).
 Στο σύνολο τους οι καθαρές καλλιέργειες που προέκυψαν από τα 50 δείγµατα είναι 
117. Η κάθε νέα οµοιογενής καλλιέργεια (περιλαµβάνει µικρόβια ενός αποκλειστικά είδους) 
τοποθετήθηκε σε φιαλίδια Eppendorf® (εικόνες 4.14 και 4.15) που περιέχουν από 0,5 ml 
SN (Saline Nutrient) broth (ζωµό) µε γλυκερόλη (κρυοπροστατευτική ουσία ) και 
καταψύχθηκε στους -80 °C, σε αναµονή της βιοχηµικής επιβεβαίωσης των αποτελεσµάτων 
της αποµόνωσης, στο στάδιο που περιγράφεται παρακάτω.
Εικόνα 4.14 (αριστερά): Κενά φιαλίδια Eppendorf® χωρητικότητας 1,5 ml.
Εικόνα 4.15 (δεξιά): Κασετίνα µε  φιαλίδια Eppendorf® καθένα από τα οποία περιέχει  “καθαρή” καλλιέργεια, 
προερχόµενη από µία µονήρη αποικία των υποστρωµάτων αποµόνωσης. Διακρίνονται  οι κωδικοί  που 
περιγράφουν την προέλευση του υλικού. Φυλάσσεται σε θερµοκρασία - 80 °C.
Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
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4.9.Βιοχηµική ταυτοποίηση
 Η βιοχηµική επιβεβαίωση συµπληρώνει την αποµόνωση/ταυτοποίηση και 
υποβοηθά την καθοριστική ανίχνευση των Vibrio spp. σε επίπεδο είδους. Στηρίζεται στις 
διαφορές τις οποίες παρουσιάζουν µεταξύ τους, ως προς τις βιοχηµικές ιδιότητες τους, τα 
διαφορετικά είδη του µικροβίου.
 Από τις 117 καθαρές καλλιέργειες που συγκεντρώθηκαν και παρέµειναν στην 
κρυοσυντήρηση έγινε ανασύσταση σε θρεπτικό υπόστρωµα SNA κατόπιν ενοφθαλµισµού 
και επώασης στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες. Αυτή η διαδικασία ενεργοποιεί τα βακτήρια των 
καλλιεργειών που βρίσκονται σε αδράνεια, λόγω χαµηλής θερµοκρασίας. Στη συνέχεια 
έγινε λήψη υλικού από τις ανασυσταθείσες καλλιέργειες, µία προς µία, ώστε να 
ενοφθαλµιστούν οι βιοχηµικές σειρές.
4.9.1.Προκαταρκτικές δοκιµές
 Για την βιοχηµική ταυτοποίηση χρησιµοποιούνται από τις καθαρές αποικίες του SNA 
µόνο αυτές που αφενός είναι θετικές στη δοκιµή της οξειδάσης, αφετέρου αυτές των 
οποίων τα βακτήρια, κατά την µικροσκόπηση, παρουσιάζουν κίνηση. 
4.9.1.1.Δοκιµή της οξειδάσης
 Με πλαστικό µικροβιολογικό κρίκο µίας χρήσεως λαµβάνεται ποσότητα από την 
καλλιέργεια στο SNA και απλώνεται µε τη µορφή γραµµών ή κουκκίδων σε διηθητικό χαρτί 
εµποτισµένο µε αντιδραστήριο οξειδάσης (υδατικό διάλυµα N, N, N ′, N ′-Tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride 1%). Η δοκιµή θεωρείται ότι έχει θετικό αποτέλεσµα 
όταν το χαρτί λάβει ιώδες, βιολετί ή µοβ χρώµα, εντός δέκα δευτερολέπτων (εικόνα 4.17).
60
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:51:55 EET - 137.108.70.7
Εικόνα 4.17: Δοκιµή της οξειδάσης, το ιώδες χρώµα αντιστοιχεί  σε οξειδάση θετικούς µικροοργανισµούς, 
όπως είναι τα περισσότερα είδη του Vibrio spp. Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
4.9.1.2.Μικροσκοπική εξέταση
 Για την µικροσκόπηση λαµβάνεται υλικό από αποµονωµένες αποικίες του TCBS/
SDS agar, µε τη βοήθεια του κρίκου, και στη συνέχεια απλώνεται πάνω σε 
αντικειµενοφόρο πλάκα, στο κέντρο της οποίας έχει προστεθεί µια σταγόνα φυσιολογικού 
ορού. Το υλικό διασπείρεται οµ αλά, ώστε να  διαλυθούν τα συσσωµ ατώµατα, το 
παρασκεύασµα βάφεται µε χρώση κατά Gram (για πληροφορίες ως προς την τεχνική βλ. 
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ISO 7218) και, αφού προστεθεί σε αυτό καλυπτρίδα, µελετάται σε αρχική µεγέθυνση 10x 
και αργότερα σε µεγαλύτερη (εικόνα 4.18).
 Ένας δεύτερος τρόπος περιλαµβάνει τον ενοφθαλµισµό υλικού από τα TCBS/SDS 
agar στο ASPW, την επώαση για 1-6 ώρες στους 37 °C και την άµεση µικροσκόπηση.
Εικόνα 4.18: Βακτηριακά σωµατίδια Vibrio  spp. στο οπτικό  µικροσκόπιο. Διακρίνονται  καθαρά τόσο το σώµα 
όσο και το µαστίγιο του βακτηρίου. Πηγή: Εικόνες google.
 Η µορφολογία των Vibrios είναι χαρακτηριστική. Στο οπτικό πεδίο διακρίνονται 
µικροοργανισµοί που θυµ ίζουν κεκαµµένες ράβδους και στην πλειοψηφία τους 
χαρακτηρίζονται από ενεργητική συνεχή κίνηση πρόωσης (διαφορετική από την τροµώδη 
ή παθητική κίνηση Brown). Το πολικό µαστίγιο επίσης είναι ορατό.
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4.9.2.Βιοχηµικές δοκιµές
 Από τις καλλιέργειες στο SNA που έδωσαν θετική την δοκιµή της οξειδάσης και την 
δοκιµή της κινητότητας, κατά την µικροσκόπηση, λαµβάνεται υλικό µε το οποίο 
ενοφθαλµίζονται ένα προς ένα τα ειδικά υποστρώµατα που απαρτίζουν τις βιοχηµικές 
σειρές (εικόνα 4.19).
Εικόνα 4.19: Ενοφθαλµισµός υλικού  από  “καθαρή” καλλιέργεια (τρυβλίο petri µε SNA) στο TSI agar, το 
πρώτο αντιδραστήριο της βιοχηµικής σειράς. Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
 Οι βιοχηµικές δοκιµές που πραγµατοποιήθηκαν έχουν ως ακολούθως:
1. Ανάπτυξη στο sTSI (saline Triple Sugar Iron) agar: Οι δοκιµαστικοί σωλήνες που 
περιέχουν κεκλιµένο υπόστρωµα από sTSI agar δέχονται στο βάθος και κατά µήκος 
της κεκλιµένης επιφάνειας του υποστρώµατος ενοφθαλµισµό, ενώ ακολουθεί 
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επώαση στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες. Οι παρατηρούµενες αλλαγές ερµηνεύονται 
ως εξής:
• Για τον βυθό του θρεπτικού µέσου:
  Κίτρινο: Γλυκόζη θετικά (ζυµούν την γλυκόζη)
  Κόκκινο ή χωρίς αλλαγή χρώµατος: Γλυκόζη αρνητικά (δε ζυµούν την 
  γλυκόζη)
  Μαύρο: Σχηµατίζεται σουλφυδρίδιο, λόγω παραγωγής υδροθείου (H2S)
  Σχηµατισµός φυσαλίδων ή ρηγµάτων: Σχηµατισµός αερίου από την ζύµωση 
  της γλυκόζης.
• Για την κεκλιµένη επιφάνεια του θρεπτικού µέσου:
  Κίτρινο: Λακτόζη/σακχαρόζη θετικά (ζύµωση λακτόζης και/ή σακχαρόζης)
  Κόκκινο ή χωρίς αλλαγή χρώµατος: Λακτόζη και σακχαρόζη αρνητικά (χωρίς 
  ζύµωση λακτόζης ή σακχαρόζης).
 Οι τυπικές µεταβολές του V. vulnificus αντιστοιχούν σε όξινη (κίτρινη) επιφάνεια και 
 όξινο (κίτρινο) πυθµένα, χωρίς σχηµατισµό αερίου ή σουλφυδριδίου (µαύρο ίζηµα).
 
2. Δοκιµή αποκαρβοξυλίωσης της ορνιθίνης, ornithine decarboxylase (ODC): Το 
υγρό αλατούχο υπόστρωµα ODC ενοφθαλµίζεται ακριβώς κάτω από την επιφάνεια. 
Προστίθεται κατά προσέγγιση 1 ml αποστειρωµένου παραφινέλαιου πάνω στο 
υπόστρωµα και ακολουθεί επώαση στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες. Η εγκατάσταση 
θολερότητας καθώς και η εµφάνιση ιώδους χρώµατος, µετά την επώαση µαρτυρούν 
θετική αντίδραση (βακτηριακή ανάπτυξη και αποκαρβοξυλίωση της ορνιθίνης. Το 
κίτρινο χρώµα σηµαίνει ότι δεν υπάρχει αντίδραση.
3. Δοκιµή αποκαρβοξυλίωσης της L-λυσίνης, L-lysine decarboxylase (LDC): Το 
υγρό αλατούχο υπόστρωµα LDC ενοφθαλµίζεται ακριβώς κάτω από την επιφάνεια. 
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Προστίθεται κατά προσέγγιση 1 ml αποστειρωµένου παραφινέλαιου πάνω στο 
υπόστρωµα και ακολουθεί επώαση στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες. Η εγκατάσταση 
θολερότητας καθώς και η εµφάνιση ιώδους χρώµατος, µετά την επώαση µαρτυρούν 
θετική αντίδραση (βακτηριακή ανάπτυξη και αποκαρβοξυλίωση της L-lysine. Το 
κίτρινο χρώµα σηµαίνει ότι δεν υπάρχει αντίδραση.
4. Δοκιµή υδρόλυσης της αργινίνης, arginine dehydrolase (ADH): Το υγρό αλατούχο 
υπόστρωµα ADH ενοφθαλµίζεται ακριβώς κάτω από την επιφάνεια. Προστίθεται 
κατά προσέγγιση 1 ml αποστειρωµένου παραφινέλαιου πάνω στο υπόστρωµα και 
ακολουθεί επώαση στους επί 24 ± 3 ώρες. Η εγκατάσταση θολερότητας καθώς και η 
εµφάνιση ιώδους χρώµατος, µετά την επώαση µαρτυρούν θετική αντίδραση 
(βακτηριακή ανάπτυξη και αφυδροξυλίωση της αργινίνης. Το κίτρινο χρώµα 
σηµαίνει ότι δεν υπάρχει αντίδραση.
5. Δοκιµή παραγωγής β-γαλακτοσιδάσης, β-galactosidase (υδρόλυση ONPG): 0,25 
ml αλατούχου υδατικού διαλύµατος τοποθετούνται σε δοκιµαστικό σωλήνα και 
ενοφθαλµίζονται µε υλικό από την υπό ανίχνευση αποικία. Προστίθεται 1 ml 
τολουολίου και το περιεχόµενο αναδεύεται (µε τη βοήθεια vortexer). Ο σωλήνας 
τοποθετείται σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37 °C όπου και παραµένει επί περίπου 
5’. Στη συνέχεια προστίθενται σε αυτόν 0,25 ml του αντιδραστηρίου ανίχνευσης της 
β-galactosidase και το περιεχόµενο αναδεύεται. Ο σωλήνας τοποθετείται εκ  νέου 
στο υδατόλουτρο, όπου και παραµένει για 24 ± 3 ώρες, ενώ επιθεωρείται τακτικά 
στο µεταξύ για τυχόν αλλαγές. Η εµφάνιση κίτρινου χρώµατος συνδέεται µε θετική 
αντίδραση (παρουσία β-γαλακτοσιδάσης) και συχνά η αλλαγή αυτή γίνεται ορατή 
ήδη από το πρώτο 20λεπτο. Απουσία χρώµατος σηµαίνει έλλειψη αντίδρασης.
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6. Δοκιµή παραγωγής της ινδόλης, indole (IND): 5 ml από το υγρό αλατούχο 
υπόστρωµα τρυπτόνης-τρυπτοφάνης ενοφθαλµίζονται µε υλικό από την υπό 
ανίχνευση αποικία. Ακολουθεί επώαση στους 37 °C επί 24 ± 3 ώρες και εν συνεχεία 
προσθήκη 1 ml αντιδραστηρίου Kovac’s. Ο σχηµατισµός ερυθρού δακτυλίου είναι 
δηλωτικός θετικής αντιδράσεως (σχηµατισµός ινδόλης). Η εµφάνιση κίτρινου-καφέ 
δακτυλίου συνηγορεί υπέρ αρνητικής αντίδρασης.
7, 8, & 9. Δοκιµές αλοφιλίας: Προετοιµάζεται µια σειρά από διαλύµατα πεπτονούχου 
ύδατος, αυξανόµενης συγκέντρωσης, ήτοι 0%, 6% και 8%. Οι προς έλεγχο αποικίες 
ενοφθαλµίζονται σε κάθε ένα από τα αλατούχα διαλύµατα και επωάζονται στους 37 
°C επί 24 ± 3 ώρες. Η εµφάνιση θολερότητας σηµαίνει ότι τα υπό ανίχνευση 
βακτήρια αναπτύσσονται σε περιβάλλον αλατότητας ίσης µε αυτήν του εκάστοτε 
διαλύµατος.
 Στο γράφηµα 4.2 απεικονίζεται σχηµατικά ένα σετ βιοχηµικών σειρών σε διάταξη 
9x4 (9 διαφορετικά βιοχηµικά υποστρώµατα x 4 παράλληλες θέσεις A, B, C και D). Σε κάθε 
κελί σηµειώνεται το σύµβολο (+) (προκειµένου για θετική δοκιµή) ή το σύµβολο (-) 
(προκειµένου για αρνητική δοκιµή). Η αλληλουχία (+) και (-) κατά την οριζόντια έννοια 
συνθέτει το βιοχηµικό προφίλ της υπό δοκιµή καλλιέργειας.
 Η ίδια οργάνωση διακρίνεται και στην εικόνα 4.20. Προς διευκόλυνση της  
καταγραφής των αποτελεσµάτων οι δοκιµαστικοί σωλήνες σηµαίνονται µε ανεξίτηλο 
τρόπο.
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Γράφηµα 4.2: Βιοχηµική σειρά 9x4.
Σειρά  κωδ
TSI
ODC LDC ADH ONPG IND 0% NaCl 6% Nacl 8% NaClGlu
(gas) Lac Suc
D
C
B
A
Στήλη 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Εικόνα 4.20: Ενοφθαλµισµένη βιοχηµική  σειρά 9x4 (9 στήλες, 1 για κάθε βιοχηµικό υπόστρωµα και 4 σειρές, 
1 για κάθε δείγµα). Πηγή: Εργ. Υγιεινής Τροφίµων, Κτηνιατρική Σχολή ΑΠΘ.
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Στον πίνακα 4.2 που ακολουθεί παρατίθενται, εν είδει οδηγού/κλείδας αναγνώρισης,  οι 
αντιδράσεις τις οποίες αναµένεται να παρουσιάσουν, στις προαναφερθείσες βιοχηµικές 
δοκιµές, τα αναγραφόµενα παθογόνα είδη Vibrio. Αντιπαραβάλλοντας το βιοχηµικό προφίλ 
των υπό εξέταση καλλιεργειών της παρούσας έρευνας µε τα δεδοµένα του πίνακα 4.2, 
µπορεί κανείς να εξάγει συµπεράσµατα για την πιθανή ταυτότητα των µικροβίων που 
αποµονώθηκαν σε προηγούµενο στάδιο.
Πίνακας 4.2: Κλείδα ερµηνείας των βιοχηµικών δοκιµών
Είδος 
µικροβίου V. cholerae V. mimicus V. parahaemolyticus V. vulnificus V. fluvialis
Δοκιµή
Οξειδάση + + + + +
Παραγωγή 
αερίου 
(ζύµωση 
γλυκόζης)
- - - - -
Λακτόζη - - - + -
Σακχαρόζη + - - - +
ODC + + + + -
LDC + + + + -
ADH - - - - +
Υδρόλυση 
ONPG + + - + +
Παραγωγή 
ινδόλης + + + + *
Αλατότητα 0% + + - - -
Αλατότητα 6% - - + + +
Αλατότητα 8% - - + - -
+ σηµαίνει θετικά αποτελέσµατα σε ποσοστό 76 % έως 89 %
* σηµαίνει ποικίλα αποτελέσµατα
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5.Αποτελέσµατα
 Μια πρώτη ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι από το σύνολο των 117 καθαρών 
καλλιεργειών που αποµονώθηκαν στα ειδικά/εκλεκτικά για Vibrio spp. θρεπτικά  
υποστρώµατα µόνο ένας µικρός αριθµός αντιστοιχεί στα πέντε παθογόνα είδη-στόχους της 
µεθόδου ISO 21872 (σηµειώνονται µε έντονη γραµµατοσειρά).
 Συγκεκριµένα ταυτοποιήθηκαν τα είδη:
• V. parahaemolyticus (10 από 117 στελέχη, ποσοστό 8,5%)
• V. cholerae (1 από 117 στελέχη, ποσοστό 0,85%)
• V. mimicus (1 από 117 στελέχη, ποσοστό 0,85%)
• V. fluvialis (2 από 117 στελέχη, ποσοστό 1,7%)
• V. alginolyticus (28 από 117 περιπτώσεις, ποσοστό 24%)
 Σε ότι αφορά το ποσοστό θετικότητας επί του συνόλου των 50 δειγµάτων µυδιών, 
που ελέγχθηκαν ως προς την παρουσία του Vibrio spp., τα αποτελέσµατα έχουν ως εξής:
• V. parahaemolyticus: Βρέθηκαν θετικά 9 από 50 δείγµατα, ποσοστό 18%
• V. cholerae: Βρέθηκε θετικό 1 από 50 δείγµατα, ποσοστό 2%
• V. mimicus: Βρέθηκε θετικό 1 από 50 δείγµατα, ποσοστό 2%
• V. fluvialis: Βρέθηκαν θετικά 2 από 50 δείγµατα, ποσοστό 4%
• V. alginolyticus: Βρέθηκαν θετικά 21 από 50 δείγµατα, ποσοστό 42%
• Συνολικά Vibrio spp: Βρέθηκαν θετικά 34 από 50 δείγµατα, ποσοστό 68%
 Ακόµη, 7 από τα 50 δείγµατα (ποσοστό 14%) βρέθηκαν προσβεβληµένα 
ταυτόχρονα από δύο είδη Vibrio. Αναλυτικότερα:
• V. parahaemolyticus + V. alginolyticus: 5 από τα 50 δείγµατα, ποσοστό 10%
• V. mimicus + V. alginolyticus: 1 από τα 50 δείγµατα, ποσοστό 2%
• V. fluvialis + V. alginolyticus: 1 από τα 50 δείγµατα, ποσοστό 2%
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 Για πρόσβαση στα αναλυτικά αποτελέσµατα των διενεργηθεισών βιοχηµικών 
δοκιµών βλέπε “Παράρτηµα Α” (σελ. 75). Οι περιπτώσεις των στελεχών που ανιχνεύθηκαν 
πλην όµως δεν ταυτοποιήθηκαν επιτυχώς από την πρότυπη µέθοδο, κατά το στάδιο των 
βιοχηµικών δοκιµών, πιθανολογείται ότι κατατάσσονται είτε σε άλλα (πιθανώς απαθογόνα) 
είδη Vibrio είτε ακόµη και σε άλλα γένη µικροβίων, τα οποία συναποµονώθηκαν µαζί µε τα 
Vibrio spp. στα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα TCBS και SDS. Για περαιτέρω 
πληροφορίες κάποιος µπορεί να ανατρέξει σε εκτενείς πίνακες-κλείδες βιοχηµικών προφίλ.
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6.Συζήτηση
 Τα αποτελέσµατα της έρευνας µας συνηγορούν ότι τα µεσογειακά µύδια του είδους 
Mytilus galloprovincialis του Θερµαϊκού Κόλπου που εξετάστηκαν (και, κατ’ επέκταση, τα 
νερά της ευρύτερης περιοχής) είναι µολυσµένα µε Vibrio spp, σε ποσοστό ιδιαίτερα υψηλό 
(68%). Λόγω του ότι δεν έχει προηγηθεί άλλη έρευνα παρουσίας του Vibrio spp. στην 
Ελλάδα, η αντιπαραβολή των αποτελεσµάτων µας θα πρέπει, αναγκαστικά, να γίνει µε τα 
δεδοµένα που ισχύουν για ξένες χώρες. Κατά µια µελέτη (Ripabelli et al. 1999) που 
πραγµατοποιήθηκε στην Ιταλία, το ποσοστό θετικότητας των δειγµάτων για το Vibrio spp., 
κατά την χρονική περίοδο Σεπτεµβρίου-Ιανουαρίου, ανήλθε στο 48,4% 
 Το  V. cholerae, οι επιπτώσεις του οποίου στη Δηµόσια Υγεία εγείρουν το µεγαλύτερο 
ενδιαφέρον, αποµονώθηκε σε ένα µόνο δείγµα (ποσοστό 2%), γεγονός που δεν εµπνέει 
σοβαρή ανησυχία, σε ότι αφορά το καθεστώς προσβολής της περιοχής. Το αντίστοιχο 
ποσοστό µόλυνσης που παρατηρήθηκε στη Μαλαισία (Elhadi et al. 2004) ήταν 4,6% ενώ 
στην Ιταλία (Ripabelli et al. 1999) 1,6%.
 Οι Ottaviani et al. (2005) σε έρευνα που πραγµατοποίησαν για την παρουσία του V. 
parahaemolyticus σε µύδια (M. galloprovincialis) περιοχών της Αδριατικής θάλασσας, 
παρακτίως της Ιταλίας, σηµείωσαν ποσοστό θετικότητας 24,3%, το οποίο είναι 
παραπλήσιο µε το 18% που βρήκαµε. Οι Vernocchi et al. (2007) σε µια ανάλογη έρευνα, 
στην ίδια περιοχή της Αδριατικής, βρήκαν τα δείγµατα τους µολυσµένα µε V. 
parahaemolyticus σε ποσοστό 25%. Οι Cavallo και Stabili (2002) αντιθέτως, σε έρευνα 
τους που αφορά µύδια του Ιονίου Πελάγους, ανίχνευσαν το V. parahaemolyticus σε  
ποσοστό µόλις 5%.
 Σηµαντικό εύρηµα θεωρήθηκε η ανίχνευση του V. alginolyticus, που αποµονώθηκε 
παρά το γεγονός ότι δεν ανήκει στα βακτήρια στόχους της µεθόδου ISO 21872. Βρέθηκε 
σε αισθητά υψηλότερο, από τα υπόλοιπα είδη, αριθµό δειγµάτων (21/50, ποσοστό 42%). Η 
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παρατήρηση αυτή είναι σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των Lhafi και Kühne (2007), 
κατά τους οποίους το V. alginolyticus κυριάρχησε µεταξύ των άλλων ειδών Vibrio που  
ανιχνεύθηκαν, µε ποσοστό 51,2% επί των µολυσµένων δειγµάτων. Η σηµασία του, σε ότι 
αφορά την Δηµόσια Υγεία, είναι µεγάλη, καθώς το συγκεκριµένο βακτήριο, αν και κατά 
βάση απαθογόνο, θεωρείται υπεύθυνο, από ορισµένους επιστήµονες, για την επιµόλυνση 
ανοικτών τραυµάτων σε άτοµα που έρχονται σε επαφή µε µολυσµένο θαλασσινό νερό 
αλλά και για την πρόκληση ωτίτιδας σε λουόµενους (Farmer et al. 2003). Επιπλέον, το V. 
alginolyticus βρίσκεται φυσιολογικά στο σώµα ορισµένων ειδών ιχθύων (π.χ. pufferfish) 
όπου παράγει την τετραοδοντοξίνη, µια ισχυρή νευροτοξίνη, η πρόσληψη της οποίας 
επιφέρει σοβαρής µορφής δηλητηρίαση στους ανθρώπους.
 Σε ότι αφορά τις τεχνικές που εφαρµόστηκαν στα πλαίσια του πειράµατος, 
σηµειώνεται ότι προέκυψαν ορισµένα σφάλµατα και αστοχίες κατά την πορεία του 
πειράµατος, παρότι ακολουθήθηκαν στενά οι διαδικασίες που περιγράφονται στο 
εγχειρίδιο της πρότυπης µεθόδου. Ειδικότερα, κατά την 5η βιοχηµική δοκιµή (ανίχνευση 
της β-γαλακτοσιδάσης, υδρόλυση ONPG) παρατηρήθηκε απουσία θετικού αποτελέσµατος 
σε όλες τις περιπτώσεις πλην εκείνης µε τον κωδικό “33TG”. Για τον λόγο αυτό τέθηκε υπό 
αµφιβολία η εγκυρότητα της συγκεκριµένης δοκιµής και παρασκευάστηκε εκ νέου το 
αντιδραστήριο ανίχνευσης της β-γαλακτοσιδάσης (ONPG), χωρίς όµως να προκύψει 
οποιαδήποτε µεταβολή στα αποτελέσµατα.
 Επίσης, σε αρκετές περιπτώσεις, η ανασύσταση µικροβιολογικού υλικού που 
βρισκόταν υπό συντήρηση (κατάψυξη), σε SN broth, απέτυχε, µε αποτέλεσµα να µην 
καταστεί δυνατός ο έλεγχος ταυτοποίησης ορισµένων αποµονωθέντων στελεχών. 
Εκτιµούµε ότι δεν πρόκειται περί αληθούς σφάλµατος κατά τον ενοφθαλµισµό. Η 
πιθανότερη εξήγηση είναι ότι τα µικρόβια των συγκεκριµ ένων καλλιεργειών 
αδρανοποιήθηκαν ανεπιστρεπτί από το ψύχος (είναι γνωστή η ευαισθησία των Vibrio spp. 
στις χαµηλές θερµοκρασίες). Σε πολύ µικρότερο βαθµό προέκυψαν αποτυχίες στο στάδιο 
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της λήψης αποµονωµένων αποικιών (τα δείγµατα #40 και #46 δεν έδωσαν καθόλου 
αποικίες).
 Εναλλακτικά ως προς τις κλασικές βιοχηµικές σειρές που µετήλθαµε, µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν σύγχρονα kit που διατίθενται στο εµπόριο (π.χ. API 20E®, εικόνα 6.1) για 
την βιοχηµική ταυτοποίηση του Vibrio spp., των οποίων τα προεγκατεστηµένα βιοχηµικά 
υποστρώµατα είναι συµ βατά µε αυτά της πρότυπης µεθόδου ISO/TS 21872. 
Εικόνα 6.1: Διαγνωστικό kit βιοχηµικών δοκιµών “API 20E®”. Πάνω σειρά: Όλες οι  δοκιµές θετικές. Κάτω 
σειρά: Όλες οι δοκιµές αρνητικές. Πηγή: Εικόνες google.
Τα πλεονεκτήµατα τους περιλαµβάνουν την ευκολία και την γρήγορη ταχύτητα εφαρµογής 
της τεχνικής, σε συνδυασµό µε το ότι δεν απαιτείται η προετοιµασία, η χρήση και αργότερα 
το καθάρισµα σκευών πολλαπλών χρήσεων (π.χ. υάλινοι δοκιµαστικοί σωλήνες), όπως 
ισχύει για τις συµβατικές βιοχηµικές σειρές. Επειδή ωστόσο το κόστος απόκτησης τους 
υπερέβαινε τον προϋπολογισµό του πειράµατος µας, χρησιµοποιήθηκαν εν τέλει οι 
κλασικές βιοχηµικές εξετάσεις, οι οποίες έγιναν στο Εργαστήριο, κατά τις οδηγίες της 
πρότυπης µεθόδου.
 Γενικώς η παραδοσιακή φαινοτυπική ταυτοποίηση των Vibrio spp. καθίσταται 
προβληµατική, καθώς τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά, ανά είδος βακτηρίου, δεν είναι 
σταθερά αλλά αντιθέτως παρουσιάζουν διακύµανση. Σε κάποιες περιπτώσεις, µάλιστα, τα 
αποµονωθέντα είδη δεν ήταν δυνατό να ταυτοποιηθούν και να καταταγούν σε κάποιον από 
τους ήδη γνωστούς τύπους (Maugeri et al. 2000). Επιπλέον, ο χρόνος που µεσολαβεί από 
την έναρξη της διαδικασίας έως ότου ληφθούν αποτελέσµατα ποικίλλει από τρεις έως επτά 
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ηµέρες. Η πλήρης διαφοροποίηση των ειδών µεταξύ τους καθώς και η αντιδιαστολή τους 
από άλλα απαθογόνα είδη Vibrio και από άλλους αναερόβιους gram (-) µικροοργανισµούς 
(π.χ. Aeromonas spp.) απαιτεί την εκτέλεση επιπρόσθετων φαινοτυπικών δοκιµών.
 Καθώς η ευαισθησία των συµβατικών βιοχηµικών δοκιµών αµφισβητείται από 
µερίδα της επιστηµονικής κοινότητας (Pinto et al. 2005), καλό είναι, εφόσον διατίθεται ο 
εξοπλισµός και η οικονοµική δυνατότητα, να διασταυρώνονται τα αποτελέσµατα των 
κλασικών µεθόδων ανίχνευσης µε αυτά που προκύπτουν από την χρήση µοριακών 
τεχνικών, όπως είναι για παράδειγµα η PCR/multiplex PCR. Η αυξηµένη ευαισθησία/
ειδικότητα ανίχνευσης σε συνδυασµό µε την µικρή σχετικά χρονική διάρκεια που απαιτεί ο 
κύκλος λειτουργίας της PCR, επιτάσσουν την εφαρµογή της, στις περιπτώσεις που τίθεται 
θέµα εκτίµησης του κινδύνου για την Δηµόσια Υγεία και προέχει η ανάληψη άµεσου 
δράσης. Στη δική µας περίπτωση δυστυχώς δεν κατέστη δυνατή η χρήση τεχνικών 
εναλλακτικών της βιοχηµικής ταυτοποίησης, κυρίως λόγω οικονοµικής στενότητας και 
ελλείψεως αναλώσιµων.
 Εναλλακτικά η επιβεβαίωση µπορεί να γίνει µε την συµβολή εξειδικευµένων 
εργαστηρίων (Εργαστήρια Αναφοράς) στα οποία αποστέλλεται υλικό από µεµονωµένες 
αποικίες (ανακαλλιέργειες σε SNA), προς επιβεβαίωση της ταυτότητας τους. Εργαστήριο 
αναφοράς για το Vibrio spp. δεν υπάρχει στην χώρα µας.
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Παράρτηµα Α
Στον συγκεντρωτικό πίνακα Α.1 παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσµατα των 
βιοχηµικών δοκιµών για το σύνολο των 50 δειγµάτων µυδιών που ελήφθησαν κατά την 
περίοδο Αυγούστου-Δεκεµβρίου 2011.
 Στην 3η στήλη του πίνακα έχουν καταχωρηθεί οι κωδικοί σήµανσης των υπό 
ανίχνευση “καθαρών” καλλιεργειών. Σε κάθε κελί των επόµενων στηλών σηµειώνεται ο 
χαρακτήρας “+”, προκειµένου για θετική δοκιµή, ενώ στην αντίθετη περίπτωση εισάγεται το 
σύµβολο “-”. Με το σύµβολο “x” δηλώνεται πιθανό σφάλµα τεχνικής, σε ότι αφορά τη 
συγκεκριµένη δοκιµή, και συνεπώς αναξιόπιστο αποτέλεσµα.
 Για καθεµία από τις 117 καθαρές καλλιέργειες ο συνδυασµός των θετικών και 
αρνητικών αποτελεσµάτων, που προκύπτουν από τις επί µέρους δοκιµές, δίνει το 
βιοχηµικό προφίλ του µικροβίου, το οποίο βάσει του ειδικού πληροφοριακού πίνακα 4.2, 
αντιστοιχίζεται σε µια πιθανή ταυτότητα. Αυτή η ταυτότητα σηµειώνεται στην τελευταία 
στήλη. Για όσες καλλιέργειες δεν αντιστοιχίστηκαν σε κάποιο από τα είδη-στόχους της 
µεθόδου ISO 21872 σηµειώνεται η ένδειξη “X”.
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Πίνακας Α.1 (1 από 3): Αποτελέσµατα των βιοχηµικών δοκιµών
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